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La production d’anion superoxyde (O2-) par le complexe NADPH oxydase 2 (NOX2) du 
polynucléaire neutrophile (explosion oxydative, EO) contribue à l’élimination d’agents pathogènes. 
Cette fonction de défense est stimulée par divers agents pro-inflammatoires, notamment par des 
peptides bactériens (fMLP), qui déclenchent une cascade de signalisation impliquant  différentes 
protéines kinases (PKC, AKT, MAP-Kinases) et aboutissant à l’activation de la NOX2 (également 
nommée gp91phox), le cœur catalytique du complexe. Dans cette thèse, j’ai identifié la protéine kinase 
mTOR comme un nouvel effecteur majeur de l’EO dans les neutrophiles sains et j’ai comparé son 
mode d’action transductionnel dans les neutrophiles de patients ayant une cirrhose alcoolique 
décompensée en vue de comprendre leur grande susceptibilité aux infections bactériennes.  
Une contribution majeure de mTOR dans la production d’O2- induite par le fMLP a pu être 
démontrée à l’aide de son antagoniste spécifique, le médicament Rapamycine et par une approche 
antisense. mTOR agit en amont de la p38-MAPK qui phosphoryle la p47phox, un composant majeur 
du complexe NADPH oxydase. Dans les neutrophiles de patients cirrhotiques, l’EO est fortement 
défaillante, associée à un défaut d’activation de la voie p38-MAPK/p47phox(S345). Ce déficit d’EO 
est aggravé par la Rapamycine. Les neutrophiles de patients cirrhotiques présentent également un 
déficit d’expression de la gp91phox (NOX2), p22phox, p47phox et mTOR. Un déficit d’expression de la 
NOX2 a pu être reproduit en traitant les neutrophiles sains par le fMLP ou du plasma des patients. 
De plus, ce phénomène met en jeu une dégradation protéolytique insoupçonnée de la gp91phox  
impliquant l’élastase. Enfin, la déficience fonctionnelle des neutrophiles de patients a pu être corrigée 
dans des neutrophiles isolés et dans du sang total des patients cirrhotiques à l’aide d’un agoniste de 
récepteurs « Toll-like receptor (TLR) » qui agit en favorisant la transcription du gène de la gp91phox 
et sa synthèse protéique. 
En conclusion, mTOR émerge comme un nouvel effecteur transductionnel majeur de l’EO 
des neutrophiles, favorisant l’activation de la voie p47phox/gp91phox via les MAPK. Cette nouvelle voie 
de signalisation est fortement impactée au cours de la cirrhose alcoolique, ce qui favorise la 
susceptibilité des patients aux infections bactériennes. Bien que notre étude soulève ainsi des 
inquiétudes quant à l’utilisation d’inhibiteurs de mTOR chez les patients immunodéprimés, elle 
suscite par ailleurs la perspective de pouvoir corriger les déficits fonctionnels des neutrophiles à l’aide 
d’agents capables de stimuler des TLR intracellulaires.  
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I. INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
Les neutrophiles jouent un rôle majeur dans l’élimination des agents pathogènes. Cette 
fonction de défense innée nécessite une coordination fine de deux activités majeures ; la  production 
de formes réactives de l’oxygène (FRO) via la génération d’anion superoxyde par la NADPH oxydase 
2 (NOX2 / gp91phox), un phénomène appelé explosion oxydative, et la libération du contenu 
enzymatique stocké dans les granules intracellulaires du neutrophile (dégranulation). Une élimination 
efficace des bactéries nécessite une expression et activation optimale de la NADPH oxydase et des 
enzymes granulaires. En effet, dans certaines pathologies d’origine génétique (Granulomatose 
septique) ou induites (cirrhoses), des défaillances fonctionnelles des neutrophiles sont récurrentes et 
augmentent la susceptibilité des patients aux infections bactériennes pouvant être mortelles. 
L’explosion oxydative des neutrophiles est induite par un grand nombre d’agents particulaires ou 
solubles qui activent des récepteurs membranaires, notamment les peptides bactériens N-formylés 
qui activent le fPR, un récepteur couplé aux protéines G qui est largement étudié dans les laboratoires 
à l’aide du peptide f-Met-Leu-Phe (fMLP). L’activation du fPR déclenche une cascade d’événements 
biochimiques impliquant de nombreux effecteurs internes (transduction du signal), notamment la 
protéine kinase B (AKT), la phospholipase D (PLD),  les protéine kinases C (PKC) ou encore les 
MAP-kinases, qui contribuent à activer la NADPH oxydase. 
Durant ma thèse, je me suis intéressé à la signalisation intracellulaire du fPR qui  mène à 
l’activation de la NADPH oxydase des neutrophiles d’individus sains, et provenant de patients ayant 
une cirrhose alcoolique sévère. Mes objectifs expérimentaux s’articulaient autour de deux projets 
complémentaires dont la finalité vise à identifier les bases moléculaires sensibles aux atteintes 
pathologiques, en vue de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques pour traiter les infections 
bactériennes. Mes recherches ont généré des données originales qui apportent un nouvel éclairage sur 
la régulation moléculaire de l’explosion oxydative du neutrophile et ses défaillances chez les patients 
atteints de cirrhose hépatique alcoolique décompensée.  
Mon premier projet a consisté à explorer la contribution d’une protéine kinase ubiquitaire, 
mTOR, qui restait ignorée jusqu’ici dans l’explosion oxydative de neutrophiles. Elle est connue pour 
réguler de nombreuses réponses cellulaires de base. Elle est activée via  AKT et PLD, qui sont deux 
effecteurs importants de l’explosion oxydative des neutrophiles. J’ai pu montrer que mTOR est un 
nouvel effecteur majeur de l’explosion oxydative  agissant  en amont de la voie MAP-
kinase/p47phox/NOX2. Dans les neutrophiles de patients ayant une cirrhose alcoolique sévère, cette 
voie est fortement défaillante et l’inhibition de mTOR par le médicament immunosuppresseur 
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rapamycine aggrave le déficit d’explosion oxydative. Ce premier  projet a fait l’objet d’une 
publication en 2013 (Rolas et Coll, Hepatology)  et sera présenté sous forme d’article (Article 1). 
Dans le deuxième projet, j’ai montré que le déficit de l’explosion oxydative des neutrophiles 
de patients cirrhotiques provient également d’un défaut d’expression des composants de la NADPH 
oxydase, notamment de la NOX2 (gp91phox). Ce déficit est lié à une dégradation intense de la 
gp91phox par l’élastase libérée au cours de la dégranulation des neutrophiles ou présente dans le 
plasma des patients cirrhotiques. De plus, j’ai pu corriger  ce déficit à l’aide  d’un agoniste de TLR7/8, 
ce qui ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques. Ce projet, non encore publié, sera présenté 
également sous  forme de manuscrit en anglais (Manuscrit 2). 
J’ai également contribué au projet de thèse en cours de M. Boussif Abdelali  sur  les 
mécanismes de défaillance transductionnelle de la dégranulation des neutrophiles des patients 
cirrhotiques. Ce travail en cours de révision favorable dans le « Journal of Hepatology », est présenté 
sous forme de manuscrit soumis  (Manuscrit 3).  
Pour terminer, j’ai eu l’opportunité d’étudier les défaillances d’activité de la NADPH oxydase 
une approche virale dans des monocytes humains et HEK293 infectées par le virus O’nyong-nyong 
qui est proche du virus du Chikungunia. Ceci m’a permis d’identifier des  atteintes transductionnelles 
sévères similaires à celle de la cirrhose hépatique (AKT, MAP-Kinases) dans les cellules stimulées 
via le fPR. Ce travail fait l’objet d’un manuscrit qui a été évalué par le Journal « PLoS Pathogens » 
et qui propose de le renforcer pour une re-soumission (Manuscrit 4).   
 
Avant d’exposer mes travaux expérimentaux, je ferai un rappel sur les données 
bibliographiques centrées sur les principales fonctions de défense du neutrophile, les récepteurs de 
défense du neutrophile, la NADPH oxydase, les voies de signalisation mobilisées par le fPR, la 
protéine kinase mTOR et l’implication des neutrophiles dans les maladies inflammatoires telle que la 
cirrhose hépatique. Je rapporterai ensuite les travaux de mes recherches dans une deuxième partie qui 
sera suivie d’une discussion générale de mes résultats avec les données de la littérature, et de mes 





















1 - Le polynucléaire neutrophile : Origine, 
devenir et fonctions principales  
 
Les polynucléaires neutrophiles abréviés dans cette thèse en PN ou neutrophile constituent la 
plus grande famille de leucocytes circulant,  jouent un  rôle essentiel dans la défense de l’hôte contre 
les microorganismes et participent également aux phénomènes inflammatoires non infectieux.  Le 
fonctionnement des PN peut être  schématiquement divisé en quatre grandes étapes : le déplacement 
des PN vers ses cibles (microorganismes par exemple),  l’adhérence à la cible, la phagocytose, et la 
destruction des microorganismes par  différents mécanismes, notamment dépendants de l’oxygène 
s’intégrant dans le cadre du phénomène appelé explosion oxydative.   
 
1.1 Origine et devenir du neutrophile 
Les neutrophiles dérivent comme toutes les cellules sanguines d’une même cellule souche le 
précurseur hématopoïétique pluripotent nommé HPP-CFC (High proliférative Potential-Colony 
Forming Cell) qui représente moins de 0,1% des cellules. Cette cellule souche donne naissance à une 
cellule souche myéloïde puis aux progéniteurs des granulocytes et des monocytes-macrophages (GM-
CFC), étape suivie de la formation du progéniteur direct des polynucléaires (G-CFC). Chaque étape 
est régulée et orientée par l’intervention de différentes cytokines (IL-3, GM-CSF, G-CSF, IL1 et IL6). 
La cellule G-CFC se transforme en myéloblaste puis en promyélocyte et en myélocyte ; cette phase 
dite mitotique dure environ 7 jours et est caractérisée par l’apparition successive des granulations 
azurophiles (ou primaires) puis des granulations spécifiques (ou secondaires) qui définissent le type 
du polynucléaire. Elle est suivie par une phase non réplicative, dite post-mitotique qui dure environ 
6 jours ; au cours de cette phase, le myélocyte se transforme en métamyélocyte puis en polynucléaire 
mâture, caractérisé par un noyau polylobé. Les polynucléaires mâtures restent de 0 à 5 jours dans la 
moelle osseuse où ils constituent le secteur de réserve médullaire. La moelle produit environ 0,85 à 
1,6x109 neutrophiles par kg et par jour dans les circonstances normales. Cette production peut 
augmenter si des circonstances pathologiques l’exigent, en particulier au cours d’un état infectieux 
(Manz MG et al, 2014). Le neutrophile quitte la moelle osseuse pour passer dans la circulation 
sanguine. Le G-CSF joue un rôle central dans cette libération des neutrophiles. Il agit notamment en 
diminuant l’expression du CXCL12 (SDF1), ligand du CXCR4, un récepteur chimiotactique 
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impliqué dans la rétention des neutrophiles dans la moelle osseuse. Le G-CSF  augmente également 
l’expression de Gro, ligand du CXCR2 par les cellules stromales de la moelle osseuse (Eash KJ et 
al, 2010). L’activation de CXCR2 désensibilise les voies de signalisation du CXCR4  favorisant ainsi 
la la libération des neutrophiles (Eash KJ et al, 2009 ; Lapidot T et al, 2002). 
Le neutrophile reste un temps limité dans le sang circulant (T1/2 = 6 heures), l’ensemble de ses 
fonctions physiologiques s’exerçant principalement dans les tissus. Les neutrophiles sanguins se 
répartissent en deux secteurs à peu près équivalents : un secteur circulant, accessible à la numération 
sanguine (1800 à 7000 PN/ml de sang), et un secteur marginé (environ 50% du pool total), adhérant 
à l’endothélium au niveau des veinules post-capillaires. Sous l’influence de différents stimuli, les 
neutrophiles à l’état de repos dans le sang circulant, adhèrent à la paroi vasculaire, se glissent entre 
les cellules endothéliales (diapédèse) et migrent vers les tissus. La survie tissulaire, difficile à mesurer 
de façon précise, était estimée à environ 1 à 2 jours. Cependant, avec les techniques de marquage 
fluorescent des PN, il a été montré que ceux-ci  vont dans les ganglions  avec une durée de vie pouvant 
atteindre 5-6 jours (Chtanova T et al, 2008) Les neutrophiles entrent ensuite en apoptose et sont 
phagocytés et détruits par les macrophages. 
 




1.2 Contenu des granules du neutrophile 
 
Tableau 1 : Les granules et leurs contenus (adapté à partir de Faurschou et al, 2003) 
 
Le contenu des granulations des neutrophiles joue un rôle important dans leurs fonctions. Il 
existe quatre types de granulations connues dans les neutrophiles : les granules primaires ou 
azurophiles, les granules secondaires ou spécifiques, les granules tertiaires ou gélatinases (ou 
« replenishosomes ») et les vésicules sécrétoires. La répartition des différents composants contenus 
dans les différents types de granulations est indiquée dans le Tableau 1:  
- Les granulations primaires ou azurophiles doivent leur dénomination au fait qu’elles 
apparaissent les premières au cours de la maturation du neutrophile dans la moelle et qu’elles ont une 
affinité pour les composants azures. Ces granulations, constituent le tiers des granulations du PN 
(environ 1500 granulation/neutrophile), sont des organites de petite taille (0,5-0,8 mm), de forme 
allongée qui apparaissent très denses en microscopie électronique. Les granules azurophiles peuvent 
être subdivisées en deux sous-catégories selon leur teneur en défensines : Les granules azurophiles 
précoces pauvres en défensines et qui apparaissent au début du stade promyélocytaire, et les granules 
Granules azurophiles Granules spécifiques Granules gélatinases Vésicules sécrétoires
CD63 CD11b/CD18 CD11b/CD18 Alkaline phosphatase
CD68 CD15 Cytochrome b 558 CD10
Presenilin 1 CD66 Diacylglycerol deacetylase CD11b/CD18
Stomatin CD67 fMLP-R CD13
 H
+
-ATPase de type V Cytochrome b 558 Leukolysine CD14
Vitronectine-R fMLP-R NRAMP-1 CD16
Fibronectine-R SCAMP CD45




Leukolysine VAMP-2 Cytochrome b 558
Antigène NB1  H+-ATPase de type V DAF
Protéine de 19 kDa fMLP-R











Acide β-glycerophosphatase β2-Microglobuline Acetyltransferase Protéines plasmatiques
Acide mucopolysaccharide Collagenase β2-Microglobulin



















azurophiles tardives riches en défensines et qui se forment durant la transition 
promyélocyte/myélocyte (Arnljots K et al, 1998) 
- Les granulations secondaires ou spécifiques (peroxydase négatives) sont des 
organites sphériques de taille inférieure à celle des granulations azurophiles (environ 0,2 mm) ou en 
forme de bâtonnets (0,1 x 1 mm), apparaissent claires en microscopie électronique. La granule 
contient des protéines antimicrobiennes comme le lysozyme, la lipocaline NGAL, hCAP-18 ou la 
lactoferrine. Elle contient également de nombreuses protéines membranaires telles que le cytochrome 
b558 essentiel à l’activité de la NADPH oxydase ou encore des récepteurs pour les chimioattractants 
comme le récepteur au peptide bactérien formyl-methionyl-leucyl-phénylalanine (fMLF ou fMLP) 
appelé fPR qui sera détaillé dans les chapitres ultérieurs. 
- Les granulations tertiaires, de petites tailles, sont moins bien caractérisées et plus 
hétérogènes que les deux précédentes. Ces granules jouent un rôle essentiel dans la diapédèse des 
neutrophiles puisqu’elles sont riches en protéines dégradant la matrice interstitielle. A ce titre la 
collagénase a la capacité de dégrader les composants essentiels de cette matrice à savoir les collagènes 
de type IV et V (Borregaard N et Cowland JB, 1997). Enfin, tout comme les granules spécifiques, les 
granules gélatinases contiennent de grandes quantités de protéines membranaires comme le fPR ou 
le cytochrome b558. 
           - Les vésicules sécrétoires sont des vésicules endocytiques constituant un large 
réservoir de récepteurs membranaires nécessaires pour le passage du neutrophile d’un état passif à 
une cellule effectrice de l’immunité innée. Ces protéines sont les dernières granules à être formées 
mais les premières à être dégranulées. En effet,  l’incubation des cellules à 37°c suffit pour provoquer 
l’exocytose de ces vésicules (Sengelov H et al, 1994). Ces vésicules contiennent donc une large 
variété de récepteurs aux molécules chimioattractantes tels que le fPR (récepteur de peptides 
bactériens) ou encore des récepteurs des  molécules du complément.  
Sous l’effet de différents stimuli, survient une mobilisation instantanée des granulations avec 
déversement de leur contenu dans le milieu extracellulaire, dans les phagosomes (dégranulation ou 
exocytose). Cette réponse enrichit également la membrane plasmique avec des récepteurs initialement 
stockés dans la membrane des granules. Certains composants granulaires (élastase, myéloperoxidase) 
se fixent à la surface cellulaire. Cette dégranulation permet ainsi une décompartimentalisation rapide 
des molécules stockées dans les granulations des neutrophiles et leur permet alors d’intervenir dans 




1.3 Principales étapes de l’activité anti-infectieuse rapide du 
neutrophile 
 
Les neutrophiles constituent une des premières lignes de défense contre les agents pathogènes. 
Le neutrophile joue notamment un rôle critique dans la défense de l’organisme contre les infections 
bactériennes et fongiques et est également protecteur dans certaines infections virales via les 
défensines. Le neutrophile exerce aussi une activité antiparasitaire et en particulier antiplasmodiale. 
Les étapes conduisant à la destruction d’un microorganisme par le neutrophile sont très souvent 
imbriquées, mais pour plus de clarté elles seront traitées successivement. Ces étapes font intervenir 
l’adhérence du neutrophile à la cellule endothéliale et au substratum extracellulaire, le déplacement 
vers le site infectieux, le contact avec les microorganismes suivi (ou non) de phagocytose et de 
bactéricidie par des mécanismes dépendants ou indépendants de l’oxygène.  
1.3.1 Adhérence 
Dans les conditions physiologiques, les neutrophiles sont au repos dans le sang circulant. En 
réponse à une invasion microbienne, les neutrophiles adhèrent à l’endothélium vasculaire, s’infiltrent 
entre les cellules endothéliales (diapédèse) et migrent vers le site inflammatoire. L’adhérence à 
l’endothélium vasculaire constitue la première étape de migration des neutrophiles vers les tissus. 
Cela implique une cascade d’événements complexes et régulées de façon précise. Ces interactions 
entre polynucléaires et cellules endothéliales sont médiées par des récepteurs de surface exprimés sur 
les deux types cellulaires  
a) Récepteurs cellulaires impliqués dans l’interaction entre neutrophiles et cellules endothéliales 
Les récepteurs cellulaires appartiennent à différentes grandes familles de protéines jouant un 
rôle dans l’adhésion intercellulaires. L’adhésion entre neutrophile et cellule endothéliale fait 
intervenir essentiellement les sélectines et les β2 intégrines. 
La famille des sélectines est constituée de trois types de glycoprotéines de membrane qui 
contrôlent les interactions neutrophile-cellule endothéliale par liaison à des ligands hydrates de 
carbone : la L-sélectine (LAM-1 ou CD62L) à la surface des neutrophiles ; la P-Sélectine (GMP-140 
ou CD62) découverte initialement dans les plaquettes mais présente également dans les cellules 
endothéliale et la E-Sélectine (ELAM-1 ou CD62E) des cellules endothéliales. Les sélectines se lient 
à des structures carbohydrates et en particulier à des oligosaccharides dont le Lewis x (CD15), le 
sialyl-Lewis x (sLEX) et le sialyl-Lewis a (sLEa). Des glycoprotéines exprimant l’antigène Lewis x 
et son dérivé sialylé sont présentes à la surface des polynucléaires neutrophiles et dans les 
granulations intracellulaires spécifiques et azurophiles. La L-sélectine présente à la surface des 
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neutrophiles au repos joue un rôle majeur dans les phénomènes de roulement du neutrophile à la 
surface de l’endothélium en adhérant à différentes molécules et notamment aux E et P-sélectines 
induites à la surface des cellules endothéliales par différents stimuli provenant du foyer 
inflammatoire. 
L’étude des déficits en protéine d’adhésion a clairement déterminé l’importance des 
récepteurs β2-intégrines dans la migration des neutrophiles vers les sites infectieux. Les β2-intégrines 
sont des hétérodimères associés de façon non covalente comprenant une sous-unité α particulière à 
chaque molécule et une sous-unité β commune aux trois molécules (β2 : CD18). Les sous-unités α 
sont aL (CD11a), aM (CD11b) et ax (CD11c) respectivement pour LFA-1, MO-1 (ou Mac-1 ou CR3) 
et p150/95. Les molécules CD11b et CD11c sont stockées dans les granulations des neutrophiles, 
mais aucun site de stockage n’a été identifié pour CD11a. L’expression de CD11b et CD11c à la 
surface du neutrophile augmente à la suite d’une stimulation par différents facteurs incluant les 
ionophores calciques, les esters de phorbol, les peptides formylés, le GM-CSF, le TNFα, l’IL-8, le 
PDGF ou le LTB4. Cette augmentation d’expression du CD11b et CD11c est liée à une translocation 
du stock intragranulaire à la surface membranaire. Deux ligands pour les hétérodimères CD11/CD18 
ont été identifiés au niveau de la cellule endothéliale. Il s’agit des molécules d’adhésion intercellulaire 
1 et 2 (ICAM-1 et ICAM-2). L’expression en surface d’ICAM-1 est très faible et est augmentée par 
les cytokines, alors que l’expression d’ICAM-2 est constitutive et n’est pas augmentée par l’activation 
de l’endothélium. ICAM-1 et ICAM-2 interagissent avec LFA-1. La molécule ICAM-1 est également 
reconnue par Mac-1. D’autres structures présentes à la surface de la cellule endothéliale interagissent 
avec Mac-1 et p150/95. Une interaction entre la E-Sélectine et les molécules CD11b/CD18 et 
CD11a/CD18 a notamment été rapportée. 
b) Physiologie de l’adhérence du PN à la cellule endothéliale 
L’adhérence du neutrophile à la cellule endothéliale implique une série d’événements régulés 
de façon très précise. Dans les conditions physiologiques, les neutrophiles sont au repos dans le sang 
circulant. Au cours d’un état inflammatoire, débute une première phase de préactivation des cellules 
endothéliales par des stimulants tels que l’histamine, la thrombine, le TNFα, l’IL-1 et l’endotoxine. 
Ceux-ci augmentent l’expression des E et P-sélectines à la surface de la cellule endothéliale. Au cours 
de cette phase, l’adhérence du neutrophile à la cellule endothéliale fait intervenir la L-sélectine. 
L’adhésion est alors de faible affinité conduisant, de ce fait, à des phases consécutives d’attachement 
puis de détachement du neutrophile à la cellule endothéliale. Ce phénomène aboutit au roulement ou 
« rolling » du neutrophile le long de l’endothélium. Secondairement, l’histamine et la thrombine 
induisent la synthèse par les cellules endothéliales de PAF membranaire. Par ailleurs, le TNF, l’IL-
1 et l’endotoxine induisent la sécrétion d’IL-8 endothéliale. Le PAF et l’IL-8 activent le neutrophile 
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entraînant la disparition rapide de la L-sélectine de la surface cellulaire par coupure protéolytique. 
Débute alors une phase dépendante des β2-intégrines et notamment de la molécule CD11b/CD18. En 
effet, simultanément, l’activation des neutrophiles par différents médiateurs tels que des 
chimioattractants (C5a, LTB4, fMLP), des cytokines (IL-8, GM-CSF, TNFα), le PAF et la E-sélectine 
entraîne, d’une part, une augmentation rapide et transitoire de l’affinité des β2-intégrines 
constitutivement exprimées à la surface du neutrophiles, et d’autre part la translocation des molécules 
CD11b/CD18 et CD11c/CD18 des sites intracellulaires vers la membrane cellulaire. L’adhésion 
médiée par les β2-intégrines est de forte affinité. Le neutrophile sera ensuite amené à ramper sur le 
long de la paroi vasculaire en utilisant ses intégrines (CD11a/CD18, CD11b/CD18) à la recherche de 
jonctions intercellulaire les plus proches (Phillipson M et al, 2006).  Enfin, au cours de la dernière 
étape, le neutrophile change de forme et se glisse entre les cellules endothéliales. La diapédèse des 
neutrophiles, c’est-à-dire le franchissement des jonctions intercellulaires de la paroi endothéliale fait 
alors intervenir les molécules d’adhésion PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell adhesion molecule 1) 
et les JAMs (junctional adhesion molecule) qui interagissent avec leurs homologues à la surface des 
neutrophiles (Borregaard N, 2010). Après avoir franchi la paroi endothéliale le neutrophile se fraye 
un chemin au travers de la membrane basale en libérant ses granules contenant des protéases capable 
de dégrader les collagènes et les lamines (Faurschou M et Borregaard N, 2003). 
1.3.2 Déplacement du neutrophile 
Le neutrophile est l’une des cellules les plus mobiles que l’on connaisse, mis à part les 
spermatozoïdes. En l’absence d’attractants, le neutrophile se déplace au hasard. Sous l’influence d’un 
gradient de substances chimioattractantes, les neutrophiles marginés peuvent traverser l’endothélium 
(diapédèse) et migrer dans les tissus vers la cible ; la cible pouvant elle-même être à l’origine de cette 
activité chimioattractante. Le déplacement orienté est désigné sous le nom de chimiotactisme positif 
dans le cas où les neutrophiles se déplacent vers la source et négatif s’ils se déplacent en sens inverse. 
On désigne par chimiocinèse la vitesse de déplacement des cellules. Cette réponse cellulaire  est 
généralement stimulée par de faibles concentrations de chimioattractants mais inhibée par de fortes 
concentrations (Périanin et Coll, 1982). 
a) Les facteurs cellulaires du déplacement 
Pour se déplacer, le neutrophile doit d’abord adhérer à un support : in vivo, il s’agit de 
l’endothélium vasculaire, des fibres de collagène et d’autres substances matricielles tissulaires. Les 
déficits en protéine d’adhésion de type β2-intégrine s’accompagnent d’un déficit de la locomotion 
des neutrophiles. Ces déficits illustrent la nécessité de l’expression normale des protéines d’adhésion 
à la surface des neutrophiles pour leur déplacement 
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b) Les facteurs inducteurs du déplacement 
Les chimioattractants sont des facteurs directement actifs sur la cellule, c’est-à-dire ne 
nécessitant pas de transformation préalable ; ils sont à différencier des chimiotaxinogènes qui 
n’agissent pas directement sur la cellule, mais induisent la formation de chimioattractants  par auto 
transformation ou par action sur une autre molécule. Les chimioattractants et les chimiotaxinogènes 
sont de nature endogène ou exogène. La plupart des chimioattractants physiologiques sont à la fois 
chimiotactiques et chimiocinétiques positifs, ce qui induit un déplacement orienté et accéléré vers la 
cible. Il faut souligner un effet d’amplification lié à la migration des neutrophiles sur le site 
inflammatoire, les neutrophiles stimulés produisent eux-mêmes des chimioattractants (par exemple, 
Paf, LTB4, IL-8). 
c) Physiologie du déplacement 
En présence d’un chimioattractant, le neutrophile subit des modifications de forme et se 
polarise. La cellule émet alors de larges expansions cytoplasmiques ou lamellipodes à l’avant, et une 
protubérance postérieure ou uropode : ainsi, le neutrophile acquiert une polarité cellulaire de type 
tête-queue accompagnée d’une redistribution des différentes structures cytoplasmiques. Le 
neutrophile migre vers une concentration croissante de chimioattractant (gradient). Le neutrophile 
franchit le réseau de fibres qui constitue la matrice extracellulaire en utilisant les portions élastiques 
de ces fibres mais sans dégradation protéolytique (Witko-Sarsat V et al, 2000). 
Les récepteurs chimiotactiques activés sur le neutrophile polarisé se trouvent de manière 
prédominante au niveau de la partie antérieure (front). Les récepteurs du C5a, du PAF, du LTB4 et  
des chimiokines sont des récepteurs à 7 segments transmembranaires de la famille des β-
adrénergiques. Ils sont liés à une protéine G qui est un des premiers éléments de transduction du 
signal (que nous détaillerons plus loin) vers le système moteur du neutrophile. Ce système moteur du 
neutrophile est constitué d’actine dont le degré de polymérisation conditionne la fluidité cellulaire. 
L’actine est l’une des protéines les plus abondantes des neutrophiles (5-10% des protéines totales). 
Elle se trouve sous forme globulaire (actine G) dans la cellule au repos ; au cours d’une stimulation, 
elle s’assemble en long filaments (actine F). Cet assemblage s’effectue en deux étapes : la nucléation 
(liaison de 3 à 4 monomères) puis l’élongation en filaments. L’un des extrémités du filament s’accroit 
alors que l’autre subit un raccourcissement. D’autres protéines sont impliquées dans la croissance ou 
la rupture du filament : la profiline, l’acumentine et la gelsoline. Au niveau des lamellipodes, d’autres 
protéines sont présentes comme la protéine liant l’actine et la myosine qui joue un rôle important dans 
la contractilité cellulaire. Les éléments moteurs du déplacement (actine F, myosine, protéine liant 
l’actine) sont localisés de façon prédominante au niveau frontal de la cellule, tandis que la pinocytose 
a essentiellement lieu au niveau de l’uropode. Durant la migration, les neutrophiles adhèrent au 
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support par de minuscules protubérances ou points d’ancrage situés de préférence au niveau de la 
région frontale, mais aussi du corps cellulaire et parfois de l’uropode. 
1.3.3 Phagocytose 
Arrivé au contact de sa cible, le neutrophile va essayer de l’englober lorsqu’il s’agit d’une 
cible particulaire de petite taille. Ce processus d’englobement comporte lui-même différentes étapes, 
tout d’abord de reconnaissance et d’adhérence puis d’englobement proprement dit. 
a) La reconnaissance et l’adhérence à la cible 
Cette étape est sous la dépendance de nombreux facteurs extracellulaires et cellulaires. 
L’adhérence dépend notamment des rapports entre les charges électriques des surfaces en présence. 
Cette adhérence est plus ou moins facilitée par des récepteurs présents à la surface des neutrophiles 
(« Pattern Recognition Receptors » ou PRR) reconnaissant différentes structures présentes sur la cible 
ou formant un lien entre la cible et neutrophile (« Pathogen Associated Molecular Patterns » ou 
PAMP). Des interactions directes interviennent entre cibles et neutrophiles par l’intermédiaire 
d’autres récepteurs, par exemple pour des structures sucrés (fucose, mannose, β-glucane) ou des 
protéines de la paroi du microorganisme. 
Des facteurs extracellulaires permettent de faciliter l’adhérence entre la cible et le neutrophile. 
Ils sont constitués essentiellement par les opsonines dont il existe deux grandes catégories :  
- Les immunoglobulines : ce sont les opsonines thermostables et spécifiques. Les classes IgG1 
et IgG3 semblent préférentiellement se fixer au neutrophile. Les immunoglobulines se fixent de façon 
spécifique sur des antigènes de surface des microorganismes par leur site anticorps Fab. La portion 
Fc de l’immunoglobuline est reconnue par les récepteurs Fc du neutrophile. Au repos le neutrophile 
exprime les récepteurs Fc de type II (CD32) et III (CD16) qui lient les IgG1 et 3 sous forme dimérique. 
Le FcRI de forte affinité pour les IgG monomériques n’apparait à la surface du neutrophile qu’après 
activation par l’interféron γ. 
- Les protéines du complément dérivées du C3 : elles proviennent de l’activation du 
complément, soit par la voie classique médiée par la liaison initiale d’anticorps IgG ou IgM sur la 
cible, soit par la voie alterne activée en particulier par les surfaces des microorganismes ou par les 
endotoxines des bactéries gram négatif. Cette activation génère des fractions C3b, C3bi, C3bg et C3d. 
Le C3b et C3bi déposées à la surface de la cible se lient aux récepteurs CR1 (CD34), CR3 
(CD11b/CD18) et CR4 (CD11c/CD18). 
D’autres molécules peuvent également établir des liens entre le neutrophile et la cible 
microbienne, notamment certains facteurs sériques (α1, globuline, C-Réactive Protéine, α2 
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glycoprotéine et fibronectine) et la tuftusine, un tétrapeptide d’origine splénique. Les récepteurs 
permettent l’adhésion à la cible et certains doivent être activés sous l’influence de certaines cytokines 
ou de fibronectines extracellulaires pour déclencher la phagocytose. Cette étape peut dépendre d’une 
phosphorylation du récepteur. Il existe de plus une coopération entre les récepteurs Fc et les récepteurs 
du complément.  
b) L’englobement 
Des pseudopodes cellulaires englobent la particule, puis les extrémités des pseudopodes se 
rejoignent et la fusion membranaire enferme la particule dans une vacuole. Ce modèle suppose que 
la particule soit complètement recouverte par les opsonines. Si les particules possèdent des ligands 
sur une partie de leur surface seulement, ou bien en cas de particules trop volumineuses, la 
phagocytose complète n’est pas effectuée (phagocytose frustrée). Le neutrophile va déverser ses 
substances lytiques directement à la surface de la cible. La formation d’un phagosome de phagocytose 
n’est pas instantanée puisque les canaux le reliant à l’extérieur sont observables en microscopie 
électronique et qu’une dégranulation à l’intérieur et à l’extérieur continue pendant un certain temps 
après la formation du phagosome. Les éléments cellulaires qui participent à la phagocytose sont en 
partie les mêmes que ceux participant au chimiotactisme (actine, myosine, protéine liant l’actine).  
1.3.4 Bactéricidie 
Le neutrophile met en jeu plusieurs activités de défense pour détruire les microorganismes. 
La première est liée à l’action d’un ensemble de peptides et de protéines bactéricides qui sont libérées 
au cours de la stimulation des neutrophiles (dégranulation) et qui est indépendant de l’oxygène. Le 
deuxième repose sur l’utilisation de l’oxygène du milieu sous l’action d’un système enzymatique, la 
NADPH oxydase. Une  troisième fait la synthèse des deux premiers ;  elle repose sur la libération 
d’acides nucléiques nucléaire (les NET) accompagnés des protéases granulaires de manière 
dépendante de l’activation de la NADPH oxydase (Brinkmann V et al, 2004 ; Nauseef WM, 2007; 
Kantari C et al, 2008). Enfin, d’autres mécanismes moins étudiés dans les neutrophiles et discutés 
chez l’homme, utilise l’azote (NO synthase).  
a) Le système bactéricide non dépendant de l’oxygène  
Le neutrophile contient en abondance des enzymes hydrolytiques et des polypeptides 
antibactériens qui sont contenus dans les granules. Les vésicules sécrétoires présentent la plus grande 
susceptibilité à l’exocytose suivi des granules tertiaires, des granules spécifiques tandis que les 
granules azurophiles sont celles qui présentent la plus faible susceptibilité à être dégranulées 
(Faurschou M et Borregaard N, 2003). Ainsi une incubation à 37°C de neutrophiles isolés peut 
provoquer l’exocytose des vésicules sécrétoires (Sengelov H et al, 1994). 
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Le calcium revêt une importance variable dans l’exocytose des granules, seules de faibles 
concentrations sont nécessaires pour l’exocytose des vésicules sécrétoires et granules gélatinases 
tandis que des concentrations plus élevées sont nécessaires pour provoquer l’exocytose des granules 
spécifiques et azurophiles. Ces différences sont causées par les différentes molécules de signalisation 
impliquées dans l’exocytose de chaque granule : Ainsi, le calcium est  impliqué dans l’interaction des 
v-SNARE (VAMP) de la surface de la granule avec le t-SNARE (Syntaxin, SNAP) de la membrane 
plasmique. Cependant, la libération des granules spécifiques et azurophiles dépend également des 
tyrosines kinases et p38-MAPK, ainsi que de Rac2 pour les granules azurophiles (Lacy P, 2006), ce 
qui expliquerait pourquoi des concentrations plus fortes de stimulants sont nécessaires pour 
provoquer leur libération.  
 
Schéma 2 : Régulation de l’exocytose des granules (adapté d’après Lacy et al, 2006) 
 
La fusion des granulations avec le phagosome aboutit à une diminution du pH autour de 4 par 
incorporation d’une ATPase à proton dans la membrane phagosomale et à un déversement du contenu 
des granulations dans le phagosome. Les granules azurophiles contiennent des hydrolases acides dont 
le fonctionnement est favorisé par la baisse du pH intraphagosomal, de nombreuses enzymes 
protéolytiques (élastase et cathepsine G) et des glycosydases capables de digérer les protéines de 
structures des agents infectieux et mucopolysaccharides ainsi que des protéines cationiques à activité 
microbicide telles que les α-défensines et la « Bactericidal Increasing Permeability Protein » (BIP). 
Les granules spécifiques contiennent la lactoferrine qui déprive les microorganismes des nutriments 
essentiels, enfin les granules contiennent aussi des lysozymes et collagénases qui détruisent les 
composants de l’enveloppe cellulaire. La plupart de ces protéines sont chargées positivement, ce qui 
augmente leur capacité de liaison à la surface des cellules.  
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Les enzymes hydrolytiques participent à la digestion des microorganismes morts et des 
cellules hôtes endommagées. Les sérines protéases telles que l’élastase et la cathepsine G hydrolysent 
les protéines contenues dans l’enveloppe bactérienne et le lysozyme dégrade les composants 
lipopopolysacharidiques. La cathepsine G et le lysozyme peuvent également contribuer à la mort 
bactérienne par un mécanisme indépendant de leur activité enzymatique. La BIP se fixe rapidement 
à la surface interne de la membrane bactérienne (surtout de type gram négatif), induit une 
augmentation de la perméabilité membranaire aux substances hydrophiles et active des enzymes qui 
dégradent les phospholipides et les peptidoglycanes membranaires. Ils altèrent les propriétés des 
membranes bactériennes et inhibent la respiration bactérienne. L’azurocidine est active contre les 
bactéries gram-négatives et à un moindre degré, contre les grams positifs et les champignons. La 
lactoferrine possède deux sites de fixation du fer. Ce fer est nécessaire aux protéines bactériennes 
comme la catalase et les cytochromes. La croissance des bactéries privées de fer est diminuée. Les α-
défensines, qui constituent 30-50% des protéines des granules azurophiles, sont de petits peptides 
antimicrobiens très basiques (poids moléculaire < 4000 Da) qui sont cytotoxiques contre les bactéries, 
champignons et virus. Elles peuvent former des canaux membranaires dans les bicouches lipidiques 
des bactéries, modifiant leur perméabilité membranaire.   
 
b) L’élastase du neutrophile 
Activité antibactérienne de l’élastase : Protéase impliquée dans cette étude, l’élastase du neutrophile 
est une glycoprotéine de 218 acides aminés retrouvée également au niveau des autres granulocytes et 
des monocytes. Elle clive préférentiellement des liaisons peptidiques au niveau des valines. L’élastase 
joue un rôle central dans les protéolyses extracellulaires réalisées par les neutrophiles. Elle a la 
capacité de dégrader directement la protéine membranaire OmpA de E.Coli in vitro et de cliver la 
flagelline qui normalement possède des propriétés pro-inflammatoires (Lopez-Boado YS et al, 2004). 
L’incubation d’E.Coli avec l’élastase du neutrophile entraîne la perte d’intégrité et la lyse de ces 
bactéries. Les souris déficitaires en élastase du neutrophile ont une susceptibilité accrue aux infections 
par des bactéries Gram- et notamment des entérobactéries (bactéries provenant de la flore intestinale) 
(Weinrauch Y et al, 2002).  
L’élastase et les protéines de l’hôte : L’élastase peut néanmoins également cibler des protéines de 
l’hôte. Elle hydrolyse une grande variété de macromolécules de la matrice extracellulaire, de 
protéines plasmatiques, de médiateurs inflammatoires et de récepteurs à la surface des cellules. 
L’élastase du neutrophile module ainsi directement la réponse inflammatoire. En effet, il a notamment 
été montré qu’elle avait la capacité de cliver le CXCL12, d’induire la protéolyse du CCL3, dégrader 
le TNF  (Scuderi P et al, 1991) et d’inactiver l’IL6 (Bank U et al, 1999) afin de réduire l’activité 
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chimiotactique et la réponse inflammatoire (Rao RM et al, 2004). L’élastase clive également les PARs  
1, 2, 3 et  active ainsi ces récepteurs augmentant l’inflammation et la douleur (Loew D et al, 2000 ; 
Cumashi A et al, 2001 ; Zhao P et al, 2015). Plusieurs études indiquent que l’élastase du neutrophile 
a une contribution dans des inflammations chroniques des voies respiratoires en induisant la 
production de mucine par les cellules épithéliales (Fischer B et al, 2000). Dans un modèle murin de 
BPCO (Broncho-pneumopathie chronique obstructive), les souris exposées à l’élastase développent 
une BPCO aggravée avec une inflammation soutenue du poumon. L’activité de phagocytose des 
macrophages isolés de ces souris est réduite (Ganesan S et al, 2012).  
Des  publications récentes suggèrent que l’élastase a la capacité de rentrer à l’intérieur de ces 
cellules ciblées. Ainsi, l’élastase est en mesure d’activer les calpaïnes intracellulaires qui à leur tour 
d’entraînent la dégradation de la protéine CFTR responsable des flux d’ions chlorure (Le Gars M et 
al, 2013). De plus, il a été montré que l’élastase a accès à des compartiments endosomaux de cellules 
cancéreuses du poumon où elle a la capacité de dégrader le récepteur intracellulaire de l’insuline et 
favorise  la croissance tumorale (Houghton AM et al, 2010). 
Inhibition endogène de l’élastase circulante : Des inhibiteurs endogènes de l’élastase circulent dans 
le plasma réduisant l’activité de la protéase une fois libérée dans le milieu extracellulaire. L’1-
antitrypsine (également nommée 1-Protease inhibitor) est synthétisée par les hépatocytes. Il s’agit 
de l’inhibiteur endogène de l’élastase le plus abondant dans le sérum (1,2 à 2 mg/ml chez les 
personnes saines) (Jeppsson JO et al, 1978) et augmente durant les phases d’inflammation aiguë. 
L’inhibiteur fait partie de la famille des serpines, et comme la majorité d’entre elles, l’alpha1-
antitrypsine inhibe de manière irréversible l’élastase en s’y fixant de manière covalente (Kang UB et 
al, 2004). L’1-antichymotrypsine est une glycoprotéine également synthétisée par les hépatocytes 
et sécrétée dans le sérum à une concentration de 0,25 mg/ml (Calvin J et al, 1986). Elle inhibe 
également l’élastase de manière irréversible en formant un complexe covalent.  
Les monocytes et neutrophiles expriment eux aussi deux types d’inhibiteurs de l’élastase, PI6 
(SerpinB6) et PI9 (SerpineB9) exprimés au niveau de leur cytoplasme et ayant pour rôle d’inhiber 
l’élastase cytoplasmique (Remold-O’Donnell E et al, 1989 ; Thomas RM et al, 1991). 
Les SLPI (Secretory leukocyte Protease inhibitor) sont de petites protéines de 107 acides aminés 
trouvés dans de nombreux fluides biologiques mais également synthétisées par les phagocytes 
(Sallenave JM et al, 1997). Il s’agit là aussi d’un inhibiteur irréversible de l’élastase du neutrophile 
(Boudier C et al, 1989). 
Enfin, l’élafine, une protéine non glycosylée de 6 kDa est appelée « inhibiteur spécifique de 
l’élastase ». Elle interagit avec l’élastase via son site actif et est capable d’inhiber l’élastase associée 
28 
 
à la membrane des neutrophiles. Outre sa capacité à inhiber l’élastase, l’élafine a également la 
capacité de se lier et d’immobiliser le LPS (McMichael JW et al, 2005). 
c) Le système de défense dépendant de l’oxygène : la NADPH oxydase 
Lorsque les neutrophiles sont stimulés par des agents pro-inflammatoires, ils produisent 
rapidement des molécules dérivées de l’oxygène appelées formes réactives de l’oxygène (FRO) issues 
de l’anion superoxyde (O2-°). Ces FRO comprennent notamment le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le 
radical hydroxyle (OH-°) et le singulet d’oxygène (1O2) qui exercent une activité bactéricide et 
fongicide. La production de FRO est accompagnée d’une augmentation de la consommation 
d’oxygène,  de glucose et de son catabolisme par la voie des pentoses phosphates, elle est appelée 
aussi « explosion oxydative ». Cette voie métabolique de l’oxygène est insensible au cyanure et donc 
indépendant de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cependant, lorsque les FRO sont produites de 
façon excessive ou de  manière inappropriée, elles induisent des lésions tissulaires graves. La 
production des FRO nécessite donc une régulation fine.  
d) FRO produites par les phagocytes activés 
L’O2-° qui est à l’origine des autres FRO formées est produit par un complexe enzymatique 
membranaire (NADPH oxydase) qui catalyse la réduction monovalente de l’oxygène aux dépens du 
NADPH (Babior BM et al, 1978). Elle sera décrite en détail dans un chapitre suivant.   
NADPH + 2O2                           NADP+ + H+ + 2O2- 
Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est formé par dismutation spontanée de l’O2-° (en pH acide) 
ou catalysé par une enzyme le superoxyde dismutase (SOD).  
 
                                                               SOD 
2O2-° + 2H+                     H2O2 + O2  
H2O2 et O2
-° sont des composés importants de la bactéricidie dépendante de l’oxygène. L’effet 
toxique de ces composés est dû en partie à leur capacité à former des espèces réactives de l’oxygène. 
Par exemple H2O2 et O2
-° peuvent interagir par la réaction de Haber-Weiss en présence d’un métal 
de transition et donner naissance au radical hydroxyle OH-° et au singulet d’oxygène 
 H2O2 + O2-°                      OH° + OH- + 1O2  
Le radical hydroxyle peut être également formé par interaction de l’O2-° avec l’acide 
hypochloreux (HOCl) ou le monoxyde d’azote (NO°) 
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O2-° + HOCl                     OH° + O2 + Cl-  
O2-° + NO + H+                     OH° + NO2  
 
Les deux réactions précédentes ne nécessitent pas de métal de transition. L’acide 
hypochloreux et le monoxyde d’azote sont produits par l’action d’une myéloperoxidase et la nitrique 
oxyde synthétase, respectivement. La myéloperoxidase utilise le H2O2 formé durant l’explosion 
oxydative pour produire de larges quantités d’acide hypochloreux. 
 H2O2 + Cl-   + H+                                       HOCl + H2O 
Le HOCl peut pénétrer à l’intérieur des bactéries et entraîne la chlorination des molécules. Il 
est notamment très réactif sur les acides aminés bloquant toute activité enzymatique. Il bloque ainsi 
la synthèse d’ATP  (Albrich JM et al, 1981), oxyde les résidus méthionine des protéines 
membranaires et cytosoliques des bactéries, bloque leur prolifération et induit leur mort.  
Le singulet d’oxygène pourrait également être formé par réaction de HOCl et H2O2 
H+ + OCl-  + H2O2                      1O2 + H2O + Cl- + H+ 
Une grande partie de l’acide hypochloreux est cependant convertie en chloramine, également 
très toxique. 
H+ + OCl-  + R-NH2                      R-NHCl + H2O  
e) Agents stimulants la production des FRO par le neutrophile 
Outre les agents particulaires (bactéries, levures, complexe antigène-anticorps), divers 
groupes d’agents solubles ont la capacité de stimuler la production d’O2-°  par les neutrophiles. Ces 
agents incluent des agonistes des récepteurs chimiotactiques tels que le peptide d’origine bactérienne 
f-Met-Leu-Phe, fMLP (Williams LT et al 1977), des molécules hydrophobes qui s’intercalent et 
désorganisent la membrane plasmique tels que les rétinoïdes  (Robinson JM et al, 1987) et des agents 
pharmacologiques qui activent des enzymes spécifiques impliquées dans la cascade d’activation des 
cellules tel que l’acétate de phorbol myristate (PMA), ou encore le fluorure d’aluminium (AlF4-) 
(Curnutte JT et al, 1979, Robinson JM et al, 1985, Hartfield PJ et al, 1990). Ce dernier groupe d’agents 
a été particulièrement utilisé pour décortiquer les différentes étapes de la cascade d’activation qui 
aboutit à la production d’O2-° par les neutrophiles. Par exemple, certains promoteurs de tumeurs, 
comme le PMA, qui activent directement les PKC entraînent une production d’O2-° comparable à 
celle observée lors de la phagocytose  (Robinson JM et al, 1985). De même, l’AlF4- active les 
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protéines G trimériques couplées aux récepteurs chimiotactiques (Sondek J et al, 1994), tout comme 
le mastoparan qui est un peptide de venin de guêpe  qui mime la queue C-ter des protéines G 
trimériques (Perianin A et Snyderman R, 1989). L’ionophore calcique A23187 ou l’ionomycine 
permettent d’élever artificiellement le taux de calcium intracellulaire. Les deux agents plus 
couramment utilisés pour l’étude de l’explosion oxydative sont le fMLP et le PMA. Les autres agents 
pharmacologiques, bien qu’étant de plus faibles stimulants, sont utiles pour d’identifier les étapes 
transductionnelles qui seraient défaillantes dans les neutrophiles issus de patients.  
f) Les NADPH oxydases 
La NADPH oxydase est un complexe enzymatique composé de différentes protéines, chacune 
représentant des propriétés particulières. L’existence d’une consommation d’oxygène par les 
neutrophiles incubés avec des bactéries était connue de longue date (Baldridge CW and Gerard RW, 
1933) mais il a fallu attendre les travaux de Rossi et collaborateurs en 1972 (Rossi F et al, 1972) pour 
découvrir l’enzyme responsable de ce processus, la NADPH oxydase. Par la suite, ce n’est qu’à partir 
de 1999 qu’une autre NADPH oxydase a été identifiée et nommée NOX1, appartenant à la famille de 
NOX, découvertes ensuite. Ces autres NOX vont de NOX 1 à 5 et la famille inclue aussi DUOX 1 et 
2. La NADPH oxydase phagocytaire initialement découverte a été rebaptisée NOX2. Plus de détails 
seront donnés dans les chapitres suivants.  
g) Les NET « Neutrophil extracellular traps » ou piégeage extracellulaire par les neutrophiles 
La NETose décrit une forme de mort cellulaire séquentielle et caractérisée par la perte 
d’intégrité des structures intracellulaires (noyau, granules) suivie de la rupture de la membrane 
plasmique (Brinkmann V et Zychlinsky A, 2012) et la libération dans le milieu extracellulaire du 
contenu nucléaire de la cellule riche en ADN et histone (NET) sous forme d’un filament d’environ 
15 nm de diamètre formant un filet.  Ces structures  se sont avérées capables de piéger des agents 
pathogènes et de les détruire. Les protéases granulaires et les histones sont associées aux rubans 
d’ADN libérés et sont fortement impliquées dans la diminution des facteurs de virulence et 
l’élimination des bactéries (Brinkmann V et al, 2004).  
La formation de NET requiert une signalisation cellulaire qui implique la voie Raf-
MEK/ERK1/2 kinase (Hakkim A et al, 2011) et est activable par différents stimuli : Les 
microorganismes, le LPS, l’acide lipoteicoique, les plaquettes activées, les cytokines pro-
inflammatoires (TNF-, IL-8), les peptides bactériens comme le fMLP ou encore le PMA (Cui BB 
et al, 2012 ; Kaplan MJ et Radic M, 2012). Les FRO apparaissent comme un élément initiateur 
important durant la formation de NET puisque cette production est impactée chez les patients portant 
une mutation affectant l’expression correcte et les fonctions associées au complexe NADPH oxydase, 
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les CGD (« Chronic granulomatous disease » ou Granulomatose septique chronique) (Bianchi M et 
al, 2009). Les mécanismes par lequel les FRO régulent la NETose restent controversés ; ils pourraient 
inactiver les caspases et bloqueraient ainsi l’apoptose qui s’oppose normalement à la NETose 
(Remijsen Q et al, Cell Res 2011).  
De récents travaux réalisées chez la souris montrent que la génération des NET se produit 
lorsque la phagocytose d’agents pathogènes est impossible (phagocytose frustrée), notamment en 
raison de leur taille (Branzk N et al, 2014). Les auteurs proposent que lorsqu’un pathogène est trop 
gros pour être englobé, alors l’élastase est libérée dans le milieu extracellulaire mais aussi vers le 
noyau où elle participe à la décondensation de la membrane qui enclenche la NETose. Enfin, il a 
récemment été montré que des neutrophiles vivants sont également capables de générer des NET. 
Dans ce cas, ce n’est pas de l’ADN nucléaire libérée mais de l’ADN mitochondrial (Yousefi S et al, 
2009). L’implication de l’autophagie et mTOR dans la génération des NET est décrite dans le chapitre 
5.  
 
1.4 La production de cytokines 
Les neutrophiles sont capables de libérer de petites quantités de cytokines pro-inflammatoires 
qui sont amplifiées par le grand nombre de neutrophile au niveau de foyer inflammatoire et jouent un 
rôle crucial dans l’activation et la régulation du système immunitaire (Cassatella MA, 1999). Le 
Schéma 3 résume quelques cytokines qui peuvent être potentiellement produites par les neutrophiles, 
basé sur des travaux réalisés sur l’expression de gènes, l’immunohistochimie ou encore des tests 
ELISA. 
 





1.5 Autres fonctions liées au neutrophile 
1.5.1 Présentation d’antigènes 
De nombreux travaux réalisés chez la souris ont initialement fait état d’une migration active 
des neutrophiles vers les ganglions lymphatiques depuis le site d’infection par mycobacterium bovis 
(Abadie V et al, 2005) ou encore dans un modèle d’ovalbumine (Maletto BA et al, 2006). Cela 
suggère que les neutrophiles peuvent moduler la réponse immunitaire dans le ganglion lymphatique. 
Les travaux de Beauvillain et collaborateurs (Beauvillain C et al, 2007) ont montré in vitro 
comme in vivo que le neutrophile était capable d’internaliser un agent exogène l’ovalbumine et le 
présenter sur le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) afin d’entraîner 
l’activation et la prolifération de lymphocytes T CD8+. Leurs expériences in-vitro suggèrent 
également que le neutrophile est plus efficace que les macrophages à réaliser cette tâche et plus rapide 
que les cellules dendritiques et macrophages. Devant le nombre de neutrophiles engagés durant la 
réponse inflammatoire, ils peuvent constituer une cible de choix afin d’entraîner l’activation des 
lymphocytes T cytotoxiques durant les vaccinations. 
Il a également été montré que le neutrophile exprime le CMH de classe II et les molécules co-
stimulatrices CD80 et CD86 à l’instar des cellules dendritiques (Hänsch GM et al, 2003). Il a donc 
logiquement été mis en évidence que le neutrophile était capable d’induire, in vitro, la prolifération 
de lymphocyte T CD4+ via le CMH de classe II, suggérant ainsi qu’ils pouvaient agir comme des 
présentateurs professionnels d’antigène afin d’activer le système immunitaire adaptatif (Clushaw S 
et al, 2008). Des expériences similaires in vitro (Abi Abdallah DS et al, 2011) ont pu compléter le 
modèle en montrant que ces neutrophiles induisaient la prolifération et différenciation des 
lymphocytes T en TH1 et TH17 pro-inflammatoires.  
1.5.2 La modulation de l’inflammation via l’hypoxie 
De plus en plus de données suggèrent que le neutrophile joue un rôle à tous les stades de 
l’inflammation, depuis l’initiation jusqu’à l’arrêt en passant par la modulation du niveau de cette 
inflammation. De récents travaux ont montré que l’activité de la NADPH oxydase participerait à la 
résolution de l’inflammations de l’intestin. En effet, Campbell et collaborateurs (Campbell EL et al, 
2014) montrent que la production de FRO par la NADPH oxydase des neutrophiles consomme 
l’oxygène environnant et induit un microenvironnement hypoxique pauvre en oxygène in vivo. 
L’expression du facteur HIF de cellules épithéliales de l’intestin est stabilisée et permet la résolution 
de l’inflammation en augmentant la sécrétion de mucus protecteur. L’importance de la NADPH 
oxydase est attestée par le fait que la résolution de l’inflammation intestinale est fortement réduite 
chez des modèles de souris CGD incapable de produire des FRO. Cependant, ces conclusions 
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importantes sont propres à l’intestin où l’organe possède sa propre fonction de barrière. Cette 
déplétion de l’oxygène environnant via l’activité de la NADPH oxydase du neutrophile pourrait 
également se produire au niveau d’autres organes en état d’inflammation mais avoir des conséquences 
différentes. Or, plusieurs travaux ont montré que HIF et les conditions hypoxiques prolongent la 
survie des neutrophiles (Walmsley SR, 2005) et donc, à l’inverse, entretient l’inflammation 
(Thompson AA et al, 2014). 
1.5.3 Le neutrophile dans les tumeurs  
a) L’élastase du neutrophile  favorise la croissance tumorale. 
Historiquement, les PN sont considérés comme  la première ligne de défense cellulaire anti-
infectieuse. Cependant, de nombreux travaux indiquent que les PN infiltrent  différents types de  
tumeurs, et leur présence est considérée comme un  mauvais pronostic (Houghton AM et al, 2010). 
La présence des PN dans les adénocarcinomes pulmonaires a été associée à la production d’un 
puissant chimioattractant des PN, l’IL8, par  ces cellules (Bellocq A et al, 1998). Plusieurs travaux 
proposent que l’élastase du neutrophile a la capacité d’induire directement la prolifération des cellules 
cancéreuses pulmonaires via  un mécanisme complexe comportant l’entrée de l’élastase dans les 
cellules via les endosomes et dégradation du récepteur de l’insuline (IRS) lié à son partenaire,  la 
sous-unité régulatrice p85 de la PI3-kinase. Cette dégradation favorise  ainsi l’activité prolifératrice 
de la PI3-Kinase (Houghton AM et al, 2010 ; Yamauchi T et al, 1998) 
b) Rôle anti- ou pro-tumoral des neutrophiles,  
A l’inverse de travaux montrant une fonction pro-tumorale des neutrophiles, il existe plusieurs 
études rapportant leurs rôles anti-tumoraux, la plupart du temps avec des lignées cellulaires  ou dans 
des essais thérapeutiques impliquant notamment une déplétion des PN (Gregory AD et al, 2011) et 
des anticorps dirigés contre les cellules  tumorales (Albanesi M et al, 2013). Ces études indiquent que 
les neutrophiles qui infiltrent les tumeurs suite à l'inhibition du TGF- (Fridlender ZG et al, 2009) ou 
son activation immunologique, deviennent hyper-segmentés et peuvent prendre un phénotype plus 
N1 tumoral cytotoxique, où ils acquièrent le potentiel de tuer les cellules tumorales et d’inhiber leur 
croissance (Di Carlo E et al, 2001 ; Hicks AM et al, 2006). Les mécanismes anti-tumoraux des PN 
ne sont pas clairement définis. Cependant, d’autres travaux montrent que  le PN est capable de tuer 
directement des cellules cancéreuses in vitro et in vivo (Katano M et Torisu M, 1982), que leur 
production de FRO est capable d’induire la mort de cellules tumorales (Fridlender ZG et al, 2009 ; 
Lichtenstein A et al, 1989 ; Zivkovic M et al, 2007). Enfin, d’autres mécanismes incluent la capacité 
des PN à induire l’apoptose des cellules  associée au Ligand de Fas et une cytotoxité cellulaire médiée 
par des anticorps dirigés contre le récepteur EGF, panitumumab and zalutumumab (Schneider-Merck 
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T et al, 2010). 
1.6 Apoptose du neutrophile et résolution de l’inflammation 
Une inflammation normale consiste en la reconnaissance de l’agent agresseur, son élimination 
mais également le retour à un état non inflammatoire. Chez les neutrophiles, ce retour se traduit par 
une diminution de leur recrutement au foyer inflammatoire, une suppression de leur activité mais 
également leur apoptose et élimination par les macrophages. L’apoptose du neutrophile est un point 
critique pour la réussite de la résolution de l’inflammation. Elle est hautement régulée par un 
processus qui fait intervenir des facteurs de mort cellulaire comme le ligand de Fas (FasL), le TNF-
α, les caspases, la famille des Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), les FRO, les calpaïnes ainsi que le 
pathogène. Cette mort des neutrophiles in situ a de nombreux bénéfices puisqu’elle réduit la quantité 
de chimiokines, réduit la réponse aux peptides chimioattractants, la capacité à phagocyter ainsi qu’à 
entreprendre l’explosion oxydative et la dégranulation. Lorsque les macrophages phagocytent les 
neutrophiles apoptotiques leur profil cytokinique change et ils ont tendance à sécréter des médiateurs 
anti inflammatoires tels que IL-10, l’IL-13 ou encore le TGF- (Kantari C et al, 2008). 
Des dérèglements de cette apoptose et de la résolution de l’inflammation peuvent entrainer le 




2 - Les récepteurs liés aux fonctions de défense 
du neutrophile 
 
Les différentes fonctions des PN, à savoir adhérence, migration dirigée, dégranulation, 
explosion oxydative, phagocytose/englobement, production de médiateurs (cytokines, lipides 
chimiotactiques) et NET, sont induites suite à l’interaction de stimulants avec des récepteurs 
membranaires spécifiques. Les récepteurs impliqués dans l’englobement des agents pathogènes, 
récepteurs d’opsonines et d’immunoglobulines, ont déjà été décrits dans le premier chapitre sur les 
fonctions des PN. Dans ce chapitre, seront décrits deux types de récepteurs les plus étudiés des PN et  
qui  les alertent  de la présence de pathogènes, les TLR et les récepteurs chimiotactiques. Parmi ces 
derniers, l’accent sera mis sur le récepteur fPR des peptides N-formylés produits par les bactéries et 
mitochondries. Ce récepteur est particulièrement important car il est abondamment exprimé et 
polyfonctionnel, c’est à dire capable d’induire toutes les activités de défense des PN sauf 
l’englobement. De plus, c’est le récepteur  le plus étudié du point  de vue transductionnel, en raison 
de sa puissance qui permet d’identifier des activités difficilement détectables dans d’autres types 
cellulaires, notamment TOR, qui fait l’objet de notre étude expérimentale.  
 
2.1 Les  « Pattern Recognition Receptor » (PRR) du 
neutrophile  
Les « Patterns Recognition Receptor » (PRR) désignent les familles de récepteurs utilisés par 
l’immunité afin de reconnaître des motifs structurels sur des pathogènes (les PAMPs ou Pathogen-
associated molecular pattern) et les signaux de danger produits lors de dommages tissulaires ou dans 
des conditions de stress (les DAMPs ou Danger-associated molecular patterns). Cette grande variété 
de récepteurs permet une réponse immunitaire adaptée aux pathogènes mais également au niveau de 
danger qu’il fait peser sur la cellule ciblée. A titre d’exemple, la reconnaissance des Salmonelles  par 
des récepteurs extracellulaires du neutrophile déclenche la production de cytokines inflammatoires 
alors que lorsque sa reconnaissance s’opère via des récepteurs intracellulaires tels que les NLRs, cela 
déclenche le programme de mort de la cellule (Broz P et al, 2012). 
Le neutrophile possède une large famille de PRR permettant de reconnaître une très large 




Schéma 4 : Les PRR à la surface du neutrophile (adapté à partir de Christina et al, 2013) 
 
2.2 Les « Toll-Like » receptor (TLR)  
2.2.1 Généralités : Structure et expression 
Les TLR sont exprimés à la surface des cellules et sur les membranes des endosomes et 
lysosomes. Ils reconnaissent avant tout des PAMP d’origine bactérienne, fongique et virale. Les TLR 
sont des récepteurs transmembranaires qui sont composés d’un domaine N-terminal extracellulaire 
permettant la reconnaissance du ligand, d’un seul domaine transmembranaire et d’un domaine C-
terminal intracellulaire qui permet la transduction du signal. 
 
Schéma 5 : Structure des TLR 
 
Le domaine extracellulaire, d’environ 800 acides aminés, est composé de répétitions riches en 
leucines lui donnant son nom de LRR pour « Leucin-Rich-Repeats ». Il est impliqué dans la 
reconnaissance des pathogènes et l’initiation de la signalisation du TLR (Akira S, 2003). Chaque TLR 
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diffère par le nombre et la répartition de ses répétitions riches en leucines, c’est ce qui garantit aux 
TLR leur sélectivité vis-à-vis des molécules reconnues (Bell JK et al, 2003). Le domaine 
intracellulaire composé de 150 à 200 acides aminés, est similaire à celui du récepteur à l’IL-1. C’est 
de là qu’il tire son nom TIR (Toll/IL-1R/R) (Imler JL et al, 2001). Trois de ces séquences sont très 
conservées (Box 1, 2 et 3) et elles sont impliquées dans la transduction du signal (Xu Y et al, 2000). 
Subdivisés en 12 classes chez la souris et 10 classes chez l’homme allant du TLR1 au TLR10, 
leur expression varie en fonction du type cellulaire. Ainsi, les cellules immunitaires en particulier les 
monocytes, les neutrophiles, et les cellules présentatrices d’antigènes expriment une grande variété 
de TLR  (Janeway CA et al, 2002). Les neutrophiles possèdent une large panoplie des TLR à 
l’exception du TLR3 et 10 et l’expression du TLR7 est controversée, elle est retrouvée dans les 
neutrophiles de souris mais semblerait absente des neutrophiles humains (Hayashi F et al, 2003, Janke 
M et al, 2009). Les cellules endothéliales, qui sont en première ligne lors d’agressions par des 
pathogènes, expriment également des TLR, à titre d’exemple les cellules endothéliales du foie 
expriment le TLR4 et sont donc sensibles au LPS (Jagavelu K et al, 2010).  
 
Schéma 6 : Répartition subcellulaire et ligands des TLR (Adapté de InvivoGen, 2015) 
 
La répartition subcellulaire varie selon les TLR et est en adéquation avec le type de pathogène 
qu’ils sont censés reconnaître. Ainsi, on retrouve les TLR1, 2, 4, 5 et 6 associés à la membrane 
plasmique et principalement dirigés contre des composants exprimés à la surface des bactéries (LPS 
des Gram-, composant bactériens, flagelline). Les TLR 3, 7, 8 et 9 sont exprimés au niveau des 
endosomes et sont dirigés contre des acides nucléiques d’origine virale et bactérienne, ils permettent 
à la cellule de répondre à des pathogènes l’ayant envahi. A noter que le TLR4 est à la fois exprimé à 




2.2.2 TLRs et ligands endogènes 
Bien que les TLR soient connus comme les senseurs de l’immunité, ils sont capables 
également de détecter des ligands endogènes. Il s’agit d’un groupe de molécules dérivant des tissus 
ou cellule du soi. La majorité d’entre eux proviennent de la matrice extracellulaire,  ou de protéines 
nucléaires intracellulaires comme HMGB1. Les TLR2 et 4 sont ceux qui reconnaissent la plus grande 
variété de ligands endogènes.  
Dans les conditions physiologiques ces ligands endogènes des TLR et leurs récepteurs sont 
localisés dans différents compartiments cellulaires et ne sont pas supposés interagir. A l’inverse, dans 
un cadre pathologique ces ligands sont libérés passivement depuis un tissu en état d’inflammation, 
blessé, de cellules mortes ou sont directement libérés par des cellules activées. Ces ligands sont alors 
considérés comme des molécules de détresse qui alertent le système immunitaire inné (Seong SY et 
al, 2004) et rentrent donc dans la catégorie des DAMPs. 
 
Tableau 2 : Ligands endogènes des TLR (adapté à partir de Yu et al, 2010) 
 
2.2.3 Fonctions effectrices associées à l’activation des TLR 
Le système immunitaire inné est organisé afin de différencier le soi du non soi et d’engendrer 
des réponses appropriées telles que l’élimination des pathogènes ou la détection de cellules 
nécrotiques. La famille des TLR joue un rôle central dans cette reconnaissance des pathogènes par 
les neutrophiles (Underhill DM et al, 2002). Les TLR mobilisent un adaptateur commun MYD88 sauf 
le TLR3 et ILR1. Celui-ci contribue à l’activation de nombreuses voies de signalisation comme les 
MAP-kinases (Takeuchi O et Akira S, 2010). Beaucoup de travaux se sont historiquement attachés à 
évaluer le rôle du TLR4 via l’utilisation de LPS purifié. Ils ont montré que le TLR4 avait la capacité 
d’activer les voies MAPK des neutrophiles, d’activer les fonctions de défense des neutrophiles, le 
clivage de la L-Selectine, l’augmentation de l’expression membranaire du CD11b, la production de 
formes réactives de l’oxygène et la production de cytokines (Sabroe I et al, 2003). Depuis, il a été 
TLR Ligands
TLR2




Bigycan, CD138, Chaine A de α-christalline, β-defensine, endoplasmine, fibrogène, 
fibronectine, sulphate d'heparan, HMG1, HSP22, HSP60, HSP70, HSP72, Hyaluronane, 
cristaux d'urate, OxPAPC, Resistine, Protéine S100, SP-A, Tenasine-C
TLR7 ARN, petits ARN interférents 




montré que l’activation de tous les TLR présents chez le neutrophile entraine l’activation des 
fonctions immunitaires de la cellule. 
 
Tableau 3 : Les fonctions des neutrophiles associées aux TLR (adapté à partir de Christina et al, 2013) 
 
Des travaux de l’équipe d’accueil (Makni-Maalej K et al, 2012) ont montré qu’un agoniste 
des TLR7 et/ou TLR8, le CL097, potentialise l’explosion oxydative des neutrophiles humains 
stimulés par le fMLP. Le mode d’action du CL097 incluait l’augmentation de l’expression à la 
membrane plasmique du cytochrome b558 (gp91phox et p22phox), induisait la phosphorylation de p38-
MAPK, ERK1/2, PKCβ et induisait la phosphorylation de la sous unité cytosolique de la p47phox sur 
les Ser-315, 328 et 345 (ces phosphorylations seront décrites dans le chapitre 3). Le ciblage de ces 
TLR7/8 dans les neutrophiles humains est donc en mesure d’induire une hyperactivation de la 
NADPH oxydase via l’activation des p38-MAPK, ERK1/2 et PKC. Nous avons tiré profit de cette 
approche durant notre étude en vue de potentialiser la production de FRO qui était déficitaire dans 
les neutrophiles de patients cirrhotiques. (Manuscrit 2 de l’étude expérimentale). Ce travail a montré 
que l’activation de TRL7/8 (CL097, R848) seule est capable de stimuler faiblement l’explosion 
oxydative des PN, en accord avec des travaux d’autres auteurs (Janke M et al, 2009) et favorise leur 
réponse induite secondairement par le fMLP.  
L’activité transcriptionnelle et traductionnelle a émergé ces dernières années comme une 
composante essentielle de l’activité des neutrophiles. Plusieurs équipes ont pu alors montrer que 
l’activation des TLR avait la capacité d’augmenter l’activité transcriptionnelle et traductionnelle des 
neutrophiles. Ainsi Zimmermann M et collaborateurs ont montré que R848 et CL075, deux agonistes 
sélectifs du TLR8, avaient la capacité d’induire l’expression de l’ARN messager de l’IL6 et la 
génération exogène d’IL6 par le neutrophile (Zimmermann M et al, 2015). Ces travaux apportent 
donc des éclaircissements sur une faculté toujours obscure des neutrophiles mâtures à induire une 
transcription et une synthèse protéique suite à la stimulation du TLR8. 
 
Fonctions cellulaires TLR
Degranulation TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
Phagocytose TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
Explosion oxydative TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
Régulation apoptose TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
Formation de NET TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
Migration TLR1, 2, 4, 8, 9
Cytokines pro-inflammatoires TLR1, 2, 4, 5, 6, 8, 9
40 
 
2.2.4 Les agonistes des TLR dans les thérapies 
Les agonistes des TLR ont un grand potentiel immunothérapeutique ou comme adjuvant de 
vaccins,  pour le traitement des maladies infectieuses, des cancers ou des maladies auto-immunes. A 
titre d’exemple, les vaccins contre la fièvre jaune (YF-17D) et Bacille Calmette-Guérin (BCG) sont 
composés de virus atténués ou de produits bactériens qui activent directement les TLR et activent le 
système immunitaire. Le vaccin contre la fièvre jaune a la capacité d’activer les TLR2, 7, 8 et 9 
(Querec T et al, 2006). Il a été montré que le vaccin BCG diminuait la présentation antigénique des 
macrophages via le CMH II mais la combinaison du vaccin avec des agonistes des TLR7 et 9 a permis 
de corriger cet effet négatif  (Bakhru P et al, 2014).  
Il existe cependant que très peu d’agonistes des TLR approuvés comme traitements cliniques. 
Les agonistes des TLR3 et 9 ont montré leur capacité à induire une forte réponse IFN- et à induire 
la maturation de lignées myéloïdes suppresseurs de tumeur (MDSC) (Gabrilobich DI et al, 2012). 
Dans des modèles murins de sepsis néonatal, une défaillance du système immunitaire inné a été 
observée et associée à une très faible survie. Le traitement de ces souris par des agonistes des TLR4 
(LPS) et des TLR7/8 (R848 ou Resiquimod) a permis l’amélioration des fonctions de défense liées 
au système immunitaire inné et a amélioré la survie des souris (Wynn JL et al, 2008). 
 
2.3 Les récepteurs chimiotactiques  
2.3.1 Généralités sur les récepteurs chimiotactiques  
Les pathogènes qui envahissent l’organisme et les tissus endommagés sont des sources de 
chimioattractants solubles exogènes ou endogènes qui servent à recruter les leucocytes et cellules 
épithéliales afin de participer à la réponse immunitaire et la réparation tissulaire. Les récepteurs 
chimiotactiques classiques tels que fPR, C5aR, PafR, LTB4R et les récepteurs de chimiokines (MIP, 
IL8) régulent les paramètres de déplacement cellulaire (adhérence, polarité cellulaire, 
chimiotactisme, chimiokinèse) mais sont également capables de réguler des fonctions de défense 
rapide des phagocytes comme la dégranulation,  la production de FRO (explosion oxydative), et la 
synthèse de protéines. Le chimiotactisme est initié par l’activation de récepteurs spécifiques exprimés 
à la membrane des leucocytes ou cellules épithéliales tels que les récepteurs couplés aux protéines G 
(RCPG), les récepteurs tyrosine kinase et les récepteurs sérines/thréonines kinases (Miller AF et Falke 
JJ, 2004). Plusieurs paramètres ont été proposés pour définir leur mode d’action, à la fois concernant 
la concentration des stimulants et les étapes de la cascade de signalisation qui conduisent à la 
stimulation des différents systèmes contrôlant le chimiotactisme. 
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Le chimiotactisme du neutrophile est induit de manière optimale par de faibles concentrations 
d’agonistes proche de la valeur du kd (5 à 10 nM pour le fMLP) et qui ne stimulent que très faiblement 
l’explosion oxydative (Lenoir M et al, 2004). A l’inverse, lorsque les concentrations de ces agonistes 
augmentent (100-1000 nM pour le fMLP), la migration est fortement réduite alors que la production 
de FRO ou la dégranulation sont fortement augmentées. Ces différences fonctionnelles supposent des 
différences de régulations spatiales et temporelles des différentes voies de signalisation communes 
pour la migration (réseau d’actine) et l’activité de la NADPH oxydase. 
Par ailleurs, pour le cas des RCPG, un même récepteur peut interagir avec plusieurs protéines 
G trimériques (Gi, Gq et G13) et stimuler ainsi différentes voies de signalisation. L’utilisation de 
toxines qui bloquent spécifiquement l’activation de Gi (toxine pertussique), ou l’étude de chimères 
de récepteurs fusionnés à une protéine G donnée, indique que seuls les RCPG couplés aux protéines 
G de type Gi sont capables d’induire une migration dirigée des cellules (Brown SL et al, 2006). De 
plus, la migration dirigée est dépendante de l’activation des sous-unités βγ et ne nécessite pas la sous-
unité Gα bien que cette dernière stimule également des cascades de signalisation (Neptune ER et al, 
1999). 
2.3.2 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)  
Les récepteurs couplés aux protéines G sont les principaux membres de l’hyper famille des 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires. Ils forment la plus vaste famille du génome des vertébrés 
(> 1%) dont un minimum de 600 membres a été répertorié chez l’homme. Principales caractéristiques 
de ces récepteurs, le fait qu’ils possèdent 7 domaines transmembranaires laissant apparaître sur la 
face extracellulaire trois boucles ainsi que la queue N-terminale de la protéine impliquée  en partie 
dans le site de liaison du récepteur pour son ligand. A l’inverse, du côté cytosolique, le récepteur 
comporte également trois autres boucles et la queue C-terminale qui contient des sites de 
phosphorylation et domaines d’interaction avec de nombreux partenaires, notamment des domaines 
PDZ. La grande majorité des récepteurs à 7 domaines transmembranaires sont couplés à une protéine 
G (guanine nucleotide-binding protein) composée d’une sous-unité α et β qui leur donne également 
le nom de RCPG (récepteur couplé aux protéines G).  
La superfamille des RCPG se subdivise en plusieurs classes sur la base de leur séquence 
primaire et de la localisation du site de liaison des ligands agonistes (Schéma 7). La famille I 
comprend la majorité des RCPG qui interagissent avec des ligands de petites tailles, dont le récepteur 
2-adrénergique et la Rhodopsine (Rh). La famille II possède un nombre beaucoup plus restreint de 
membres dont l’extrémité N-terminale, très grande, constitue le principal site de liaison du ligand, 
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notamment les cytokines et les chimiokines. La famille III se compose des récepteurs 
métabotropiques du glutamate, des récepteurs au GABA, et du récepteur au calcium.  
 
 
Schéma 7 : Classification des RCPG (Extrait de Bockaert et Pin, 1999) 
Plus récemment une nouvelle classification a été proposée (système GRAFS) regroupant les 
récepteurs en 6 classes sur la base de leur homologie de séquence et leur similitude de 
fonctionnement.  
L’activation des RCPG par son ligand implique des changements conformationnels du 
récepteur avec une réorganisation des différents domaines transmembranaires et des différentes 
boucles   (Schéma 8). Cette interaction libère un niveau énergétique suffisant pour entrainer le passage 
du récepteur à une conformation active et cela le rend accessible à ses différents effecteurs 
cytoplasmiques permettant notamment une interaction directe avec les protéines G trimériques. 
L’activation du récepteur permet à la protéine G de libérer son GDP et le GTP se lie pour former 
une forme active G-GTP d’un côté et G de l’autre qui interagissent ensuite avec les effecteurs en 




Schéma 8 : Activation des RCPG (adapté de Wikimédia Commons, 2010) 
 
Dans les neutrophiles, les RCPG classiques (liant le fMLP, le C5a ou le Paf par exemple) 
contrôlent une grande variété de réponse incluant le chimiotactisme, la production de FRO ou encore 
la dégranulation. Le premier RCPG à être caractérisé biochimiquement fut le N-formyl peptide 
Receptor (fPR) (Showell et al, 1976). Il fut cloné en 1990 par F. Boulay à partir d’une banque d’ADN 
complémentaire (ADNc) des cellules leucémiques promyélocytaires HL-60  (Boulay F et al, 1990). 
Le fPR est le récepteur le plus étudié des neutrophiles, aussi  bien sur le plan fonctionnel que de la 
signalisation intracellulaire.  
 
2.4 Les formyl Peptide Receptor (fPR) 
Le N-formyl peptide receptor (fPR) joue un rôle clé dans l’immunité. Dans les lignées 
cellulaires transfectées, le fPR lie le tr- peptide formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) avec une haute affinité 
(Kd < 1nM). Dans ces modèles, un signal calcique et du chimiotactisme ont été observés pour des 
concentrations de fMLP comprises entre 1 pM et 1 nM. 
2.4.1 Famille et structure 
Le fPR est structuré comme un récepteur à 7 domaines transmembranaires laissant apparaître 
des boucles extra et intracellulaires et il est couplé à une protéine G, ici Gi. Le récepteur est composé 
de 350 acides aminés. Le fPR s’inscrit dans une famille de récepteurs homologues qui jouent tous un 
rôle dans la défense contre les pathogènes lorsqu’ils sont exprimés sur les cellules immunitaires. Trois 
gènes ont été identifiés codant pour les 3 homologues : fPR1 (FPR), fPR2 (FPRL1) qui code pour 
une protéine de 351 acides aminés et présente 69% d’homologie avec le fPR et fPR3 (FPRL2) qui ne 
partage que 56% d’homologie avec FPR. Seuls le fPR1 et fPR2 sont exprimés dans le neutrophile 
humain (Kim SD et al, 2009). Ils partagent une forte homologie structurale au niveau des trois boucles 
cytoplasmiques mais divergent au niveau de la queue C-terminale.  
Signal 










La conformation  du fPR est stabilisée par plusieurs interactions entre acides aminés : Arg84-
Arg210, Lys85-Arg210 et qui aident à déterminer la structure tridimensionnelle du récepteur. Les 
boucles extracellulaires 1 et 2 sont reliées entre elles par un pont disulfure entre les Cys98-Cys164. 
 
Schéma 9 : Structure primaire et 3D prédictive du formyl-peptide-receptor fPR1 (adapté à partir de 
http://atlasgeneticsoncology.org) 
 
La queue N-terminale, les boucles extracellulaires 1 et 2 participent au site de liaison du 
récepteur pour ses ligands.  La boucle extracellulaire 1 joue un rôle important dans la liaison du 
récepteur avec le fMLP puisqu’il a été montré le rôle majeur des résidus Arg84 et lys85 de la première 
boucle dans cette liaison (Radel SJ et al, 1994). 
La partie intracellulaire du fPR est fortement impliquée dans la transduction du signal 
consécutif à la liaison du récepteur avec son agoniste. La queue C-terminale et la 2e boucle 
intracellulaire sont fortement impliquées dans la liaison du récepteur avec la protéine G trimérique. 
En effet, un motif DRC au niveau de la boucle intracellulaire 2 composé des acides aminés D122, 
R123 et C124 est capable de lier la protéine G (Schreiber RE et al, 1994 ; Miettinen HM et al, 1999). 
Le rôle de la 3e boucle intracellulaire est plus controversé puisqu’elle apparaît importante dans la 
liaison des protéines G avec les récepteurs adrénergiques (O’Dowd BF et al, 1988) mais limitée 
concernant le fPR (Prossnitz ER et al, 1993). 
Le fPR possède 3 résidus asparagines glycosylés : Asn4, Asn10 et Asn179 importants pour la 
bonne expression fonctionnelle du récepteur. En effet, les récepteurs fPR mutés dépourvus de 
glycosylation sur leur queue N-terminale ou bien sur la boucle el2 n’ont montré aucune activité  et 
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aucune aptitude à stimuler la liaison entre la protéine Gi et le GTPS. En outre la liaison du fMLP 
avec ces récepteurs mutés a été également grandement affectée suggérant que ces glycosylations 
joueraient un rôle important dans la liaison du récepteur avec son ligand (Wenzel-Seifert K et al, 
2007).  
2.4.2 Les ligands du fPR  
Le fPR se lie avec une haute affinité  à des peptides N-formylés  initialement trouvés chez les 
bactéries et issus de la mitochondrie (0,1-1 nM pour le fPR1). D’autres molécules ont également la 
capacité de se lier au récepteur fPR. Elles peuvent provenir de pathogènes mais également dériver de 
l’hôte ou être synthétiques. Le Tableau 4 ci-après résume les différents agonistes qui peuvent se lier 
aux fPR.  
Le fPR a longtemps été considéré comme un récepteur de la lutte antimicrobienne, car les 
bactéries demeurent la première source biologique d’agonistes N-formylés pour le fPR. Ces peptides, 
dont le représentant fMLP a été largement utilisé, stimulent le chimiotactisme des phagocytes et 
d’autres fonctions cytotoxiques (explosion oxydative, dégranulation) qui contribuent à la destruction 
des bactéries. Un fragment du peptide non formylé produit par Helicobacter pylori, Hp(2-0), a été 
identifié comme agoniste de FPRL1 et FPRL2 (Betten A et al, 2001). Chez l’homme, deux allèles 
mutés du fPR, F110S et C126W dans la 2e boucle intracellulaire, réduit ou abolit la liaison du fPR 
avec la protéine G. Il en résulte des infections par Actinobacillus actinomycetescomitans qui 
provoquent une péritonite juvénile localisée. Ceci témoigne du rôle central du fPR dans la lutte contre 
les infections bactériennes. Le fPR1 est également capable de lier des peptides provenant de 
l’enveloppe du VIH-1 (Su SB et al, 1999), l’annexin I (Walther A et al, 2000). Les ligands du fPR2 
incluent des agonistes de l’hôte tels que LL-37 (De Yang et al, 2000) un peptide de 37 acides aminés 
issu du clivage naturel de l’extrémité C-terminale de la cathelicidine, une protéine de défense 
antimicrobienne, lipoxin A4 (Maddox JF et al, 1997) et sérum amyloïde A (Su SB et al, 1999B). 
Enfin, le fPR3 est capable de se lier à des peptides dérivés d’hélicobacter pilori (Migeotte I et al, 
2005). Plus récemment une variété d’antagonistes pour fPR2 a été identifiée. On retrouve le peptide 




Tableau 4 : Les ligands des fPRs (adapté à partir de Le et al, 2002) 
 
Parmi les peptides N-formylés susceptibles de se lier au fPR, on retrouve les protéines issues 
de la mitochondrie. Les mitochondries sont la source de molécules de dangers (DAMPs) relâchées 
par les cellules après une blessure ou la mort cellulaire. Ces molécules de détresse N-formylées sont 
capables de se lier sur le fPR  et d’activer le système immunitaire (Krysko DV et al, 2011). Les 
peptides bactériens tels que le fMLP sont 100 à 1000 fois plus efficaces pour activer le fPR1 par 
rapport au fPR2 (Tableau 4). Par contre, certains peptides N-formylés dérivant de la mitochondrie se 
lient avec la même efficacité au fPR1 et fPR2 (Rabiet MJ et al, 2005). 
2.4.3 Expression tissulaire  
Le fPR a été initialement détecté dans les neutrophiles et les monocytes. Il a ensuite été 
ultérieurement observé dans les cellules dendritiques, les cellules microgliales, les plaquettes et la 
moelle osseuse. Le récepteur est également décrit dans des populations cellulaires non 
hématopoïétiques telles que les hépatocytes, fibroblastes, astrocytes, neurones. Au niveau tissulaire 
on retrouve le fPR au niveau du système nerveux central, dans les poumons, la thyroïde, le cœur, 
artère coronarienne, l’utérus, les ovaires, le placenta, le rein, l’estomac et le colon (Le Y et al, 2002). 
Alors que les fonctions dans l’immunité sont largement connues concernant le fPR, la fonction des 
fPR présents dans les cellules non hématopoïétiques reste largement peu connue. Cependant, le fPR 
Agoniste / Antagoniste Provenance fPR1 fPR2 fPR3
fMLP E.Coli 0,1 - 1 nM 1 µM -
T20 Peptide VIH-1 0,5 µM 50 µM -
T21 Peptide VIH-1 0,1 µM - -
N36 Peptide VIH-1 - 12,5 µM -
F peptide Peptide VIH-1 - 10 µM -
V3 peptide Peptide VIH-1 - 2 µM -
Hp(2-20) Helicobacter pylori - 0,3 µM 10 µM
WKYMVm Peptide agoniste 1 nM 1 pM 5 nM
MMK-1 Peptide agoniste - 0,5 nM -
WKYMVM Peptide agoniste - 2 nM 80 nM
Ac1-26 Annexine I 5 µM - -
Ac9-25 Annexine I 10 µM - -
Boc-FLFLF Peptide synthétique 2 µM - -
Peptide se liant au CMH Sous unité I de la NADH déshydrogénase - 0,5 nM -
LL37 hCAP18 (aa1-37) - 1 µM -
D2D3 uPAR (aa88-274) - 5 pM -
LXA4 métabolite lipidique - 1 nM -
SAA Protéine de la phase aigue - 0,1 µM -
Aβ APP (aa1-42) - 1 µM -
PrP106-126 Prion (aa106-126) - 25 µM -
CsH Champignon 0,5 µM - -
DCA Bile 100 µM - -
CDCA Bile 175 µM 300 µM -
Spinorphine Fluide cérébrospinal 6 µM 50 µM -
EC50Agonistes endogènes
IC50Antagonistes




favorise la croissance tumorale des gliomes (Zhou Y et al, 2005) et induit la production d’IL6 dans  
la lignée d’astrocytes (Le Y et al, 2000). 
2.4.4 Régulation de l’expression du fPR 
Les trois gènes qui codent pour les 3 isoformes de fPR sont situés sur le chromosome 19 en 
position 19q13.3. FPR1 et FPRL1 (fPR2) partagent 69% d’identité d’acides aminés tandis que FPR1 
et fPRL2 (fPR3) ne partagent que 56% d’identité d’acides aminés. La demi-vie de l’ARNm du fPR 
dans les neutrophiles de souris n’est que de 90 min mais peut être considérablement augmentée à plus 
de 6H après une stimulation par le LPS. Cette stimulation induit également l’expression de l’ARNm 
de fPR1 (Mandal P et al, 2005).  
Les récepteurs fPR sont localisés et actifs au niveau de la membrane plasmique des cellules. 
On les retrouve également au niveau des endosomes du fait de leur internalisation. Cependant, la 
situation est différente pour le neutrophile où une majorité des récepteurs est stockée au niveau des 
granulations intracellulaires. Les travaux précurseurs de Sengelov et collaborateurs (Sengelov H et 
al, 1994) donnent des informations quant à la localisation dynamique du fPR dans le neutrophile. En 
absence de stimulation à 4°C entre 20 et 30% de fPR se situe à la membrane plasmique et le reste est 
stocké au niveau des différentes granules : 40-55% des fPR sont stockés au niveau des granules 
spécifiques et à gélatinases et 20 à 30% sont stockés au niveau des vésicules sécrétoires. L’incubation 
des neutrophiles à 37°C entraîne un doublement du taux de fPR à la membrane via l’apport provenant 
quasi exclusivement des vésicules sécrétoires. Une stimulation des cellules par le PMA et le Paf 
entraîne la dégranulation des neutrophiles, ceci provoque une relocalisation des récepteurs stockés 
dans les granules spécifiques ou à gélatinases vers la membrane plasmique.  
Cependant, même après cette relocalisation du récepteur à la membrane son expression reste 
dynamique, elle suit des séquences d’internalisation suite à sa stimulation et de réexpression à la 
membrane. Ce recyclage du récepteur est étroitement dépendant de la présence des Arrestines sur sa 
queue C-terminale. En effet, des travaux réalisés dans des lignées MEF déficientes pour l’Arrestine 
ont montré que  la réexpression du récepteur à la membrane était bloquée et qu’il s’accumulait au 
niveau de compartiments périnucléaires généralement associés à des compartiments de recyclage 
(Vines CM et al, 2003). Ce résultat indique néanmoins que l’Arrestine ne contrôle pas 






2.4.5 Régulation de l’activité du fPR 
De nombreuses études ont montré que les RCPG sont capables de former des dimères avec un 
même récepteur (homodimère) ou un autre RCPG (hétérodimère)  et cette dimérisation contribue à 
moduler les fonctions cellulaires dépendantes du récepteur (Gomes I et al, 2001). Cette dimérisation 
est dépendante de l’agoniste, par exemple dans des lignées HEK transfectées l’homodimérisation ou 
l’hétérodimérisation permet d’amplifier une réponse anti-inflammatoire. Le ligand LXA4 entraîne 
l’homodimérisation du fPR2 et augmente la production d’IL10 mais serait aussi capable d’entraîner 
une hétérodimérisation fPR1/fPR2 augmentant l’activation des voies pro-apoptotiques (Cooray SN 
et al, 2013). 
 
Schéma 10 : Homo et hétérodimérisation de fPR1 et 2 (d’après Janos G, 2013) 
 
Après la stimulation des neutrophiles par le fMLP, les cellules deviennent réfractaires à une 
nouvelle stimulation par le même agoniste ou certains autres comme l’IL-8 et le C5a. Le récepteur 
fPR est connu pour être désensibilisé dans les minutes suivant l’exposition avec le fMLP via différents 
mécanismes. Un mécanisme dit homologue passe par la phosphorylation de la partie C-terminale du 
récepteur lié à son ligand via des protéines kinases de la famille des GRK. Ces phosphorylations qui 
font suite à la liaison du récepteur avec son agoniste, induisent l’internalisation du récepteur (Hsu 
MH et al, 1997) et entraînent également le découplage de la protéine G trimérique du récepteur  
(Premont RT et al, 1995). En outre, ces phosphorylations permettent également aux Arrestines de se 
fixer au niveau de la queue C-terminale du récepteur prévenant alors toute liaison ultérieure du 
récepteur avec une protéine G (Lefkowitz RJ et al, 1998).   
Un autre type de désensibilisation du récepteur fPR repose sur des mécanismes hétérologues. 
Les récepteurs tels que le C5aR ou IL-8R partagent les mêmes voies  de transduction que le fPR et 
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sont en mesure de désensibiliser ce dernier. En, effet l’activation des neutrophiles via l’un de ces 
récepteurs mobilise le calcium intracellulaire, et entraine une cross-désensibilisation des récepteurs 
du fait d’une remobilisation insuffisante du calcium intracellulaire (Richardson RM et al, 1995). Un 
second mécanisme de désensibilisation hétérologue implique une phosphorylation du récepteur par 
les PKC. Cependant, ce mécanisme ne serait pas fonctionnel pour le fPR à l’inverse des récepteurs 





3 - Les complexes NADPH oxydase  
 
3.1 Historique et description  
Les NADPH oxydases sont des complexes enzymatiques producteurs de formes réactives de 
l’oxygène (FRO) via la consommation d’oxygène moléculaire. L’existence d’une telle consommation 
d’oxygène par les neutrophiles incubés avec des bactéries était connue de longue date (Baldridge CW 
and Gerard RW, 1933) mais il a fallu attendre les travaux de Segal et collaborateurs en 1978 (Segal 
AW et al, 1978) pour découvrir que le composant clé responsable de ce processus était le cytochrome 
b558 (appelé aussi cytochrome b245). On ne saura que plus tard qu’il interagit avec d’autres 
composants formant le complexe NADPH oxdase. Par la suite, après la découverte des nouvelles 
NADPH Oxydases (NOXs) ce complexe a été renommé NOX2 (NADPH Oxydase 2) du nom de son 
cœur catalytique. En effet, à partir de 1999, d’autres NADPH oxydase ont été identifiées formant la 
famille des de NOX qui à ce jour comporte 5 NOX (NOX1 à 5) et 2 DUOX (DUOX 1 et 2) (Schéma 
11).  
 
3.2 Les différentes familles de NADPH oxydase 
3.2.1 Structure et expression 
Toutes les NOX sont des protéines transmembranaires qui utilisent des électrons de la 
NADPH cytosolique via le FAD (flavine adénine dinucléotide) et les transportent via ses hèmes pour 
réduire l’oxygène soit de manière monovalente pour former l’anion superoxyde (NOX1-5) ou 
bivalente pour former le peroxyde d’hydrogène (DUOX1/2). Il existe des structures conservées entre 
toutes les NOX : Dans la partie C-terminale, on retrouve les domaines de liaison du NADPH et du 
FAD. Elles adoptent toutes une structure avec 6 domaines transmembranaires et enfin on y trouve 4 
histidines qui lient l’hème ferrique afin de permettre le transfert d’électron. Enfin, NOX1, 2, 3 et 4 





Schéma 11 : La famille des protéines NOX (d’après Bedard et Krause 2007) 
 
Cependant, de profondes différences subsistent également entre ces différentes familles de 
NOX. La plupart d’entre elles s’associent avec d’autres protéines afin de former un complexe et 
réguler leur fonctionnement. NOX2 est la première NOX caractérisée et a servi de prototype pour les 
autres NOX. Son activation est régulée par les protéines cytosoliques, p47phox, p67phox, p40phox et 
Rac2, qui transloquent vers la membrane afin d’activer la NOX2. Les protéines  NOX1 et NOX3 
nécessitent également des protéines associées : NOXA1 (pour NOX activator 1) et NOXO1 (pour 
NOX organizer 1) et Rac. A l’inverse, NOX4 n’a pas besoin de partenaires cytosoliques pour être 
active. Cependant,  une activation de NOX4 peut être observée dans des cellules stimulées par le LPS, 
PMA ou l’insuline. La NOX5 marque une différence avec les autres NOX car elle est pourvue d’une 
longue portion N-terminale pouvant lier le calcium et ne nécessite ni p22phox ni la présence de 
partenaires cytosoliques pour être active. L’activation de NOX5 nécessiterait l’augmentation du 
niveau de Ca2+ intracellulaire. Enfin, les protéines DUOX1/2 marquent de plus profonde différences : 
elles possèdent contrairement aux autres NOX un domaine peroxydase extracellulaire, et comme 
NOX5 un domaine intracytosolique liant le calcium de type EF hand ; elles nécessitent la présence 
de composés DUOXA1 et DUOXA2 pour leur maturation et leur correcte expression (Grasberger H 
et al, 2006 ; Carré A et al, 2015). 
3.2.2 Tropisme cellulaire et tissulaire  
Malgré des similitudes de structure, il existe de profondes différences de localisation cellulaire 




Tableau 5 : Répartitions et fonctions des NOX (d'après Bedard et Krause, 2007) 
 
3.3 La NADPH Oxydase des neutrophiles : Structure et 
composants 
3.3.1 Le cœur catalytique NOX2 / gp91phox 
La sous-unité gp91phox également nommée NOX2 (sous-unité β du cytochrome b558) est 
l’élément essentiel du complexe formant la NADPH oxydase active. Elle est constituée de 570 acides 
aminés et d’une masse moléculaire de 65.3 kDa. Contrairement à d’autres NOX, elle apparaît avec 
une taille de 91 kDa sur un gel de SDS-PAGE du fait des glycosylations hétérogènes sur trois de ses 
résidus asparagine (Asn 132, Asn149 et Asn240) (Wallach TM et Segal AW, 1997). Au repos, 60 à 
70% de la NOX2 est localisée dans la membrane des granules spécifiques, 20 à 25% se situe dans la 



































* Homologie séquence vis à vis de NOX2
En gras : Localisations et fonctions majoritaires




























Colon, utérus, C. 
vasculaires du muscle 
lisse, prostate, rétine, 
ostéoclastes
Régulation de la 
pression artérielle, 
Défense de l’hôte?












sécrétoires (Borregaard N et al, 1983 ; Kjeldsen L et al, 1994). La partie N-terminale (300 acides 
aminés) de la protéine prend la forme de 6 boucles transmembranaire disposées en hélices α. Deux 
groupements héminique sont localisés entre les transmembranes III et V.  La partie C-terminale 
constitue un domaine cytoplasmique comportant des sites de liaison du FAD et du NADPH.  
 
Schéma 12 : Modèle structural de la gp91phox (Bedard et Krause, 2007) 
 
3.3.2 La  p22phox 
La p22phox comprend 195 acides aminés constituant une protéine de 22 kDa. Dans le 
neutrophile, la p22phox est associée à NOX2 à la membrane et y forme un complexe équimoléculaire 
(le cytochrome b558). Néanmoins, contrairement à NOX2 il s’agit d’une protéine ubiquitaire qui est 
nécessaire à la stabilisation et l’activation de la majorité des autres NOX à l’exception de NOX5 et 
DUOX1/2. La partie N-terminale de la protéine est composée de deux hélices α transmembranaires  
alors que la partie C-terminale cytoplasmique contient un domaine riche en proline appelé PRR 
(Proline-Rich Region) comportant un motif consensus PxxP (Pro-Xaa-Xaa-Pro). Elle lie la p47phox  




Schéma 13 : Modèle structural de la p22phox 
 
3.3.3 La p47phox 
La sous-unité p47phox est une protéine monomérique de 47 kDa constituée de 390 acides 
aminés se situant principalement dans le cytosol du neutrophile à une concentration de 100-150 
ng/106 cellules. La p47phox comprend de nombreux domaines qui facilitent son attachement aux 
lipides membranaires et aux autres composants du complexe NADPH oxydase. La partie N-terminale 
de la protéine comporte un domaine PX (Phox Homology, aa : 4-121) qui lui permet de s’associer 
aux phospholipides membranaires, deux tandems SH3 (SH3A, aa : 159-214 et SH3B, aa : 229-284) 
suivis de la région d’auto-inhibition AIR (Autoinhibitory Region, aa : 292-340). La partie C-terminale 
de la protéine est très basique et est riche en résidus sérines et arginines et comporte le domaine PRR 
(Proline Rich Region, aa : 363-369) qui permet l’interaction de la p47phox avec un domaine SH3 de la 
p67phox dans le cytosol du neutrophile au repos (El-Benna J et al, 2009). La p47phox est phosphorylée 
sur plusieurs résidus sérine situés dans la région AIR durant l’activation de la NADPH oxydase (El-
Benna J et al, 1994) et constitue la sous-unité responsable de l’association du complexe cytosolique 
p40phox-p47phox-p67phox au cytochrome b558 (gp91
phox-p22phox) au cours de l’activation de la NADPH 
oxydase. Cependant, il a été proposé qu’elle ne serait pas absolument nécessaire à l’activation de la 
NOX2 lorsque que la p67phox est à forte concentration car in vitro la production d’O2-° est mesurable 
en absence de p47phox (Freeman JL et al, 1996). 
 







3.3.4 La p67phox 
La p67phox est une protéine de 526 acides aminés. Les domaines fonctionnels de la p67phox 
consistent en 4 motifs TPR (Tetratricopeptide Repeat), un domaine activateur (AD), un domaine PB1 
(Phox-Bem1) et un tandem SH3 en C-terminal (Yang HC et al, 2011). Le recrutement membranaire 
de la p67phox suite à la stimulation des neutrophiles est dépendant de la p47phox. L’association p67-
p47phox s’effectue via l’interaction entre le domaine PRR de la p47phox et SH3 de la p67phox ainsi dans 
le cytosol des neutrophiles au repos elle forme un complexe avec la p47phox (Lapouge K et al, 2002). 
Une fois à la membrane, la p67phox s’associe à Rac et le complexe p67phox-Rac induit un changement 
conformationnel de NOX2 permettant le transfert des électrons du NADPH à l’oxygène 
moléculaire (Paclet MH et al, 2007 ; Diebold BA et Bokoch GM, 2001).  
 
Schéma 15 : Les domaines de la p67phox (d’après Groemping Y et Rittinger K, 2005) 
 
3.3.5 La p40phox 
La sous-unité cytosolique p40phox est le dernier composant de la NADPH oxydase à avoir été 
identifié par co-immunoprécipitation avec la p67phox et la p47phox (Someya A et al., 1993). Il s’agit 
d’une protéine de 40 kDa et de 339 acides aminés comportant un domaine SH3, un domaine PX et 
un domaine PB1. Elle interagit avec la p67phox via son domaine PB1 alors que son domaine SH3 
semblerait interagir mais faiblement avec le domaine PRR de la p47phox (Fuchs A et al, 1995). Le 
domaine PX de la p40phox se lie spécifiquement aux phosphoinositides triphosphate membranaires qui 
s’accumulent dans la membrane phagosomale, ce qui pourrait contribuer à faciliter l’assemblage du 
complexe à cet endroit de la cellule. La découverte récente d’un patient exprimant une p40phox mutante 
a permis d’attribuer à celle-ci un rôle dans la translocation de la p47phox et l’activation de la NADPH 
oxydase (Chessa TA et al, 2010).  
 





3.3.6 Rac  
Deux isoformes de Rac existent (Rac 1 et 2) dans le neutrophile où ils partagent 92% 
d’homologie. L’isofome Rac2 est prédominante dans le neutrophile ; elle est monomérique et possède 
une masse moléculaire de 21 kDa. La protéine comporte 192 acides aminés et appartient à la sous-
famille des Rho GTPases. Ces petites GTPases sont des régulateurs clés d’une large variété de voies 
de signalisation intracellulaires et régulant le réarrangement du cytosquelette et le chimiotactisme, 
l’adhésion cellulaire, la phagocytose et la survie cellulaire. Elles sont maintenues inactives 
lorsqu’elles sont liées au GDP mais sous l’action de GEFs (Guanosine Exchange factors) il y a un 
échange de ce GDP par le GTP qui permet à Rac d’être sous une forme active. Dans le neutrophile 
au repos, Rac2 et Rac1 sont retenues dans le cytosol dans un état inactif, liées au GDP et à leur 
inhibiteur Rho-GDI (GDP Dissociation Inhibitor) qui masque le motif géranygéranyl de la GTPase 
(Werner E, 2004). Une stimulation appropriée induit la dissociation de Rho-GDI de Rac, le motif 
géranygéranyl est démasqué et permet l’association de Rac à la membrane d’une manière indépendant 
du trimère p40-p47-p67phox (Groemping Y et Rittinger K, 2005). 
 
3.4 L’activation de la NOX2  
3.4.1 La NADPH oxydase 2 dans les cellules quiescentes 
Dans des neutrophiles quiescents la NOX2 est constitutivement associée à la p22phox. Cette 
association est nécessaire puisqu’elle garantit la stabilité de la NOX2 (Parkos CA et al, 1989). Les 
protéines cytosoliques p47phox, p40phox et p67phox forment un complexe stœchiométrique et d’une 
masse moléculaire comprise entre 250 et 300 kDa (Park JW et al, 1994). En effet, ces protéines 
cytosoliques comportent des domaines d’interaction protéine-protéine tels que les domaines SH3, 
PX, PC (Schéma 17). Ces domaines confèrent une conformation précise des protéines au repos mais 
également leur permet de s’associer entre elles. La p47phox joue un rôle central dans le processus 
d’activation du complexe NADPH oxydase du fait de sa capacité à lier à la fois la p22phox et le 
complexe formé de la p67phox et p40phox. Cependant, dans les cellules  non stimulées, elle adopte une 
conformation repliée sur elle-même : les deux domaines SH3 sont masqués par le domaine d’auto-
inhibition AIR tandis que le domaine PX est lui aussi inaccessible. Ceci contribue à réduire 
l’association des éléments cytosoliques à la membrane plasmique. Ainsi, dans les cellules 
quiescentes, la NOX2 est maintenue dans une forme inactive au niveau des granules et séparée de ses 




Schéma 17 : Modèle d’interaction entre les composants cytosoliques de la NADPH oxydase (d’après Lapouge K et al, 2002) 
 
3.4.2 La phosphorylation des éléments du complexe NADPH oxydase et 
translocation membranaire des composants cytosoliques 
Durant la stimulation du neutrophile les éléments de la NADPH subissent des 
phosphorylations nécessaires à l’activation de la NOX2.   
a) p47phox :  
La p47phox est intensément phosphorylée in vitro puisqu’on y dénombre 11 sites de 
phosphorylations sur des sérines au niveau de la région C-terminale : les sérines 303, 304, 310, 315, 
320, 328, 345, 348, 359, 370, 379. Ces phosphorylations sont induites par de nombreuses protéine 
kinases après activation via le fMLP : Les PKC, PAK, ERK1/2, p38-MAPK et AKT. Seule la 
mutation de la sérine 379 en alanine a complètement inhibé l’activité de la NADPH oxydase (Faust 
LR et al, 1995). La mutation des sérines 303, 304, 310, 328, 345, 359 ou 370 en alanine n’a que 
partiellement inhibé l’activité de la NADPH oxydase (Faust LR et al, 1995). Par contre la mutation 
en alanine de la sérine 348 n’a eu aucun effet. Une grande partie de ces sérines essentielles à 
l’activation de la NADPH oxydase se retrouvent sur le domaine d’auto-inhibition AIR (compris entre 
les S303 et S328) où elles sont difficiles d’accès pour les protéines kinases dans les cellules non 
stimulées.  
 




Les différentes phosphorylations de la p47phox se feraient de manière séquentielle et auraient 
des fonctions déterminées dans la séquence d’activation de la protéine et du complexe. Ainsi, de 
récents travaux de l’équipe d’accueil (Dang PM et al, 2006 ; Boussetta T et al, 2010) ont mis en 
évidence un rôle central de la sérine 345 dans la pré-activation (priming) des neutrophiles par le TNF-
. Sa phosphorylation permettrait un dépliement partiel de la p47phox facilitant la phosphorylation des 
autres sérines. La phosphorylation des sites S303-304 et 328 se trouvant dans le domaine d’auto-
inhibition contribuent à l’ouverture de la molécule et l’exposition des domaines SH3 et du domaine 
PX respectivement impliqués dans les interactions de la p47phox avec les autres composant de la 
NADPH oxydase et les lipides membranaires (Ago T et al, 1999). La phosphorylation de la S345 de 
la p47phox est également observée dans des PN stimulés par le peptide fMLP en absence de TNFα, 
indiquant qu’en plus de son rôle dans le « priming » des PN, elle jouerait aussi un rôle dans 
l’activation normale de la NOX2 (Rolas L et al, 2013). D’autres sites de la p47phox sont rapidement 
phosphorylés dans les cellules stimulées (S304, S315, S320, S328) et contribuent à l’activation de la 
NOX2 (Belambri SA et al, 2012). L’activation de la NOX2 s’accompagne également de la 
translocation de la p47phox/p67phox cytosolique vers la membrane plasmique et  son  interaction avec 
la p22phox.  
b) p67phox    
Les travaux de Dusi et collaborateurs (Dusi S et al, 1993) ont identifié pour la première fois 
l’existence de phosphorylations de la p67phox corrélées à son activation. Le site majeur de 
phosphorylation ultérieurement identifié se situerait sur la thréonine 223 (Forbes LV et al, 1999), elle 
se produirait dans le cytosol et précèderait la translocation de la p67phox à la membrane. L’équipe 
d’accueil a montré l’existence d’autres sites de la p67phox phosphorylés chez les neutrophiles 
quiescents ou stimulés par le fMLP ou PMA (Dang PM et al, 2003). In vitro, les MAPK 
recombinantes ERK2 et p38-MAPK ont été capables de phosphoryler la p67phox native. ERK2 a 
principalement phosphorylé la portion N-terminal de la p67phox alors la portion C-terminale a été 
principalement phosphorylée par p38-MAPK.  
c) La p40phox 
L’implication de la p40phox dans l’activation du complexe NADPH oxydase est toujours 
discutée mais des travaux de Tsynawaki et collaborateurs (Tsunawaki S et al, 1994) ont pu mettre en 
évidence qu’elle serait impliquée dans l’activation du complexe. Des travaux basés sur l’utilisation 
de la lignée HL60 ont pu identifier l’existence d’une phosphorylation basale de la p40phox et 
augmentée de manière corrélée à l’activation de la NADH oxydase suite à la stimulation des cellules 
(Fuchs et al, 1997). De plus récentes découvertes ont permis d’identifier deux sites de 
phosphorylation sur la p40phox (Thr-154 et Ser-315) qui seraient dépendants de l’action des PKC 
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durant la stimulation des neutrophiles. Ces phosphorylations inhiberaient les interactions 
intramoléculaires entre le domaine PX et PB1 et favoriseraient alors l’interaction de la p40phox avec 
le PI(3)P à la membrane plasmique (Ueyama T et al, 2007). 
d) La gp91phox 
L’équipe d’accueil a pu mettre en évidence l’existence d’une phosphorylation de la gp91phox 
dans des neutrophiles stimulés  (Raad H et al, 2009). Elle se situerait dans la portion cytoplasmique 
de la protéine au niveau de la queue C-terminale et serait sensible à l’action des PKC. Trois sites 
potentiels dans cette portion pourraient être phosphorylés par les PKC : Ser-333, Thr-309 et Ser-550. 
Les deux premiers sites se situent à proximité du domaine de liaison du FAD  tandis que le dernier se 
situe au niveau du site de liaison du NADPH, ainsi ces phosphorylations pourraient être impliquées 
dans l’activité diaphorase nécessaire pour la production d’anion superoxyde. Ces travaux ont en outre 
montré que cette phosphorylation favorise l’interaction de la gp91phox avec la p47phox, p67phox et Rac-
2. 
e) La p22phox 
  De nombreux agonistes ont la capacité d’induire la phosphorylation de la p22phox : Le fMLP, 
le zymozan ou encore le PMA. Cela impliquerait la phospholipase D et les PKC (Regier DS et al, 
2000). Les résultats in vitro montrent en effet que la p22phox est le substrat potentiel de ces deux 
kinases : Les PKC ( et ) ainsi qu’un substrat de la PLD activé par l’acide phosphatidique 
« Phosphatidic acid-activated kinase, PAAK ». 
3.4.3 Les interactions moléculaires entre les partenaires de la NADPH oxydase 
Dans les cellules non stimulées les éléments cytosoliques interagissent entre eux, la p67phox 
est à la fois associée à la p47phox et la p40phox dans une relation stœchiométrique tandis que Rac 2 reste 
à part. La gp91phox et la p22phox se situent dans la membrane des granules. La stimulation des 
neutrophiles entraine une série de changements au niveau des protéines du complexe et une 
translocation des granules vers la membrane plasmique ou phagosomale, ce qui les enrichit en 
cytochrome b558. Les protéines cytosoliques sont phosphorylées et leur conformation 3D se modifie. 
La p47phox est considérée comme l’élément permettant le transport des protéines cytosoliques du 
complexe, durant l’activation elle se déplie et libère ses domaines SH3 et PX. Le domaine SH3 
interagit avec la région riche en proline (PRR) de la p22phox, le domaine PX permet à la p47phox de 
s’associer avec les phospholipides membranaires tels que le phosphatidylinositol (Ago T et al, 2003). 
Ainsi, l’ensemble du complexe cytosoliques p47phox-p67phox-p22phox est transporté vers les éléments 
membranaires gp91phox-p22phox. Il est cependant  pas clair si cette translocation nécessite la 
phosphorylation de la p47phox cytosolique ou se fait via l’interaction du domaine PX ou PH de la 
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p47phox avec les phospholipides générés par la PI3-K  (Ago T et al, 2003) et la PLD2 (Stahelin RV et 
al, 2003). 
La p67phox et Rac2 jouent un rôle primordial dans l’activation de la gp91phox. Les deux 
protéines transloquent séparément l’une de l’autre mais se retrouvent associées au niveau de la 
NADPH oxydase active, Rac2 se liant au domaine TRR se situant dans la partie N-terminale de la 
p67phox (Lapouge K et al, 2000). Dang et collaborateurs ont mis en évidence in vitro l’existence d’une 
interaction directe entre p67phox et le cytochrome b558 au niveau de la gp91
phox et qui serait favorisée 
par l’interaction entre Rac et p67phox (Dang PM et al, 2002). Cependant, le site précis d’interaction 
entre p67phox et gp91phox n’est pas encore identifié. De son côté, lorsque la protéine Rac est libérée de 
son inhibiteur GDI, elle s’associe avec les phospholipides membranaires (Ptdlns(3,4,5)P3) où elle se 
trouve à proximité d’une GEF permettant l’échange du GDP contre le GTP et permet l’activation de 
Rac2 et sa liaison avec la p67phox comme précédemment décrit (revue Pick E et al, 2014). Enfin, outre 
les interactions entre p40phox et p67phox identifiées dans les neutrophiles au repos, le rôle de la p40phox 
dans l’activation du complexe reste à approfondir. 
 
Schéma 19 :  Interaction entre les éléments de la NADPH oxydase activée (d’après Krause et al 2007) 
 
Les travaux de Dusi et collaborateurs ont montré que l’inhibition des sérine/thréonine kinases 
par la staurosporine inhibe la production de FRO des neutrophiles stimulés par le fMLP, les 
phosphorylations des éléments du complexe associé à la membrane mais n’est pas en mesure 
d’affecter l’association membranaire de p47phox/p67phox induite par le fMLP (Dusi S, Biochem J 
1993). A l’inverse, la staurosporine a efficacement réduit l’association membranaire de la 
p47phox/p67phox induite par le PMA, activateur direct des PKC. L’interaction entre p47phox et p22phox 
est largement documentée dans des modèles d’activation des PN par le PMA comme nécessaire à 
l’activation de la NOX2, elle dépend des phosphorylations de la p47phox qui va permettre à l’un des 
domaines SH3 d’interagir avec le domaine PRR riche en proline de la p22phox (de Mendez I et al, 
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1993). Il serait alors possible d’envisager que parmi la p47phox transloquée à la membrane suite à 
l’activation des PN par le fMLP, seul le pool phosphorylé participerait à l’accrochage à la p22phox et 
à l’activation de la NOX2. Réciproquement, sous fMLP l’association de la p47phox à la membrane 
n’impliquerait pas nécessairement une association avec la p22phox. Ces travaux précurseurs de Dusi 
et collaborateurs soulèvent donc l’idée d’une translocation  de la p47phox depuis le cytosol qui serait 
séquentielle avec d’un côté une association à la membrane plasmique et de l’autre côté une association 
avec la p22phox. Or, des observations montrent que la présence de la NOX2 est nécessaire pour 
l’association de la p47phox et p67phox à la membrane (Leusen JH et al, 1994). Ceci permet alors 
d’envisager que cette association de la p47phox à la membrane plasmique après stimulation par le 
fMLP ne dépendrait pas uniquement de l’interaction SH3(p47phox) / PRR(p22Phox) mais qu’elle se 
réaliserait aussi à un autre endroit du cytochrome b558 et de p47phox ou sur les phospholipides 
membranaires. A l’opposé, l’activation directe des PKC par le PMA engendre un niveau plus faible 
de phospholipides, ainsi la translocation membranaire de p47phox/p67phox ne se ferait principalement 
que via les domaines SH3 de la p47phox vers le PRR de la p22phox.    
3.4.4 L’état actif de la NOX2 et la production d’anion superoxyde 
La gp91phox est le cœur du complexe NADPH oxydase et responsable de la production d’anion 
superoxyde. Cette production est finement régulée et nécessite une activation préalable des 
neutrophiles par des agents solubles ou particulaires comme le facteur du complément C5a, le peptide 
N-formylé fMLP, le leucotriène B4 (LTB4), le « platelet activating factor » (PAF), les endotoxines 
bactériennes. Cette activation de la NOX2 est étroitement dépendante de la p67phox et Rac2 et permet 
à la NOX2 de transférer d’électrons du NADPH vers l’oxygène moléculaire afin de former l’anion 
superoxyde. Ce transfert d’électron se ferait en deux étapes. La première étape est nommée l’étape 
diaphorase, la queue C-terminale cytosolique de la gp91phox lie le NADPH et transfert l’électron au 
groupement héminique via le FAD. La deuxième étape consiste au transfert de cet électron depuis 
l’hème vers l’oxygène moléculaire afin de former l’anion superoxyde (Raad H et al, 2009).  
3.4.5 L’inactivation du complexe et l’arrêt de la production d’anion superoxyde 
La production de formes réactives de l’oxygène est une fonction nécessaire pour éliminer 
l’agent agresseur mais qui peut devenir délétère si elle perdure dans le temps. Plusieurs mécanismes 
sont donc mis en œuvre afin de mettre un terme à cette production et permettre d’enclencher la 
réparation tissulaire une fois l’agent pathogène éliminé. Cette désensibilisation fait appel à une 
internalisation des récepteurs à 7 domaines transmembranaire qui avaient été stimulés, à l’inhibition, 
par les phosphatases, des phosphorylations des éléments de la NADPH oxydase. La p47phox en 
particulier est sensible à ces déphosphorylations. En effet, la PKA et l’AMPc sont capables de réduire 
les phosphorylations de la p47phox (Bengis-Garber C et al, 1996). 
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D’autres mécanismes sont également impliqués dans cette désensibilisation de la NADPH 
oxydase. Il a par exemple été montré que l’association de la p47phox et de la p67phox avec le cytochrome 
b558 était transitoire. L’arrêt de l’activité de la NADPH oxydase est corrélé avec une diminution de 
l’association du complexe p47phox-p67phox à la membrane plasmique (DeLeo FR et al, 1999). Enfin 
des modifications au niveau de la gp91phox et p22phox sont également possibles. Cela pourrait faire 
intervenir des phosphorylations, mais aussi des dégradations protéolytiques. Ces hypothèses font 
l’objet de la 2ème partie de notre étude expérimentale. 
 
3.5 Les pathologies associées à la dérégulation de l’activité de la 
NOX2 
Nous avons pu précédemment voir que les NADPH oxydases étaient exprimées dans de 
nombreux organes. La NOX2 souvent restreinte à son rôle de NOX phagocytaire a également été 
observée dans d’autres types cellulaires. Cependant cela suggère également que ces cellules qui 
expriment les NADPH oxydases sont sensibles à la dérégulation de leur fonction. Un excès ou une 
insuffisance de production de FRO est donc également vecteur de désordres systémiques 
3.5.1 La granulomatose septique chronique 
Une absence totale ou une expression incorrecte d’un des éléments qui compose le complexe 
NADPH oxydase 2 conduit à un déficit immunitaires appelé granulomatose septique chronique ou 
« chronic granulomatous disease » (CGD) se manifestant par la survenue d’infections graves et/ou 
répétées à différents agents pathogènes principalement bactériens et fongiques. Ce déficit est du à des 
mutations au niveau des gènes qui codent pour l’un  des éléments du complexe NADPH oxydase. Au 
cours de cette atteinte génétique, les phagocytes ne produisent pas ou peu de FRO. La forme la plus 
répandue est liée à la mutation du gène CYBB sur le chromosome X qui code pour la NOX2, et qui 
concerne environ 2/3 des cas. Outre l’absence d’expression de NOX2, l’expression de la p22phox est 
également fortement réduite puisque les deux protéines sont coexprimées dans les cellules (Cross AR 
et al, 1995). Les autres formes de déficiences sont autosomales récessives et concernent l’atteinte des 
autres protéines du complexe. Une déficience de la p47phox est observée dans environ 25% des cas, 
moins de 5% des cas pour la déficience de p67phox ou p22phox et enfin une seule déficience de p40phox 
a été décrite jusque là.  
Etant donné que la NADPH oxydase 2 est exprimée dans divers autres organes, une atteinte 
au niveau d’autres fonctions biologiques que la réponse immunitaire est également attendue mais cet 
aspect reste peu étudié puisque l’urgence médicale se situe dans la nécessité de combattre les 
infections microbiennes. Néanmoins, les travaux de Hussain et al se sont attachés à évaluer les 
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atteintes hépatiques qui pourraient toucher les patients CGD déficients pour gp91phox et p47phox. Ils 
ont pu mettre en évidence une augmentation transitoire de l’expression d’enzymes hépatiques, le 
développement d’hépatomégalie et enfin la présence de nodules de régénération est observée 
(Hussain N et al, 2007). Ainsi, l’étude de ces patients CGD pourrait permettre de comprendre plus 
finement la contribution de la NADPH oxydase dans la réponse immunitaire mais également dans le 
fonctionnement biologique d’autres organes.  
3.5.2 Les atteintes hépatiques 
Paramètre important dans notre étude, la surproduction de FRO a un impact direct sur les 
maladies hépatiques. Plusieurs cellules du foie expriment des NADPH oxydases et entre autre la 
NOX2, les hépatocytes, les macrophages résidents (cellules de Kupffer) ou encore les cellules 
étoilées. Les FRO qui y sont produites ont une fonction précise généralement impliquée dans la 
défense immunitaire, l’apoptose cellulaire et la prolifération des cellules, cependant ces FRO 
contribuent très largement aux maladies du foie causées par l’abus d’alcool (Arteel GE, 2003). Cette 
exposition à l’alcool augmente la génération de FRO dans le foie (Kono H et al, 2000) et participe à 
l’activation des cascades de signalisation qui participent au développement de fibroses hépatiques. 
Ces FRO ont également une toxicité directe contre les hépatocytes notamment via la production de 
peroxinitrite et de radical -hydroxyethyl (Arteel GE, 2003). Cette partie sera développée d’avantage 
dans la section 6. 
3.5.3 Les atteintes pulmonaires  
a) Généralités 
Les FRO générés par la NOX2 des neutrophiles et macrophages jouent un rôle central dans 
les défenses anti-infectieuses des voies respiratoires. Les deux-tiers des patients CGD incapables de 
générer une production suffisante de FRO font face à des infections pulmonaires (Salvator H et al, 
2015). A l’inverse, une hyperactivation des NOX peut être impliquée dans de nombreuses 
défaillances pulmonaires : Elles augmentent les dommages pulmonaires dans l’asthme (Ökrös Z et 
al, 2011), les dommages aigus du poumon retrouvés dans les ALI (acute lung injury) ou ARDS (acute 
respiratory distress syndrome) en entraînant une diminution de l’altération de la barrière entre l’avéole 
et le capillaire sanguin via l’endommagement simultanné des cellules épithéliales et endothéliales 
(Carnesecchi S et al, 2012). Enfin les FRO sont également impliqués dans l’hypertension artérielle 
du poumon (Fresquet F et al, 2006). 
b) L’emphysème pulmonaire 
Le rôle des FRO est ambigu en ce qui concerne les emphysèmes pulmonaires. En effet, des 
souris déficientes pour la p47phox ou la gp91phox ont souffert d’une augmentation de l’inflammation 
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pulmonaires et de la sévérité de l’emphysème pulmonaire causé par l’exposition à la fumée de 
cigarette (Yao H et al, 2008). En effet, les auteurs ont pu identifier une hausse de l’infiltration des 
cellules immunitaires, de l’activité MPO, de la sécrétion de mucus et de la production de nombreuses 
cytokines pro-inflammatoires dans les souris déficientes. Les auteurs font l’hypothèse que cette 
surproduction serait causée par l’accumulation de particules qui ne peuvent être éliminés par les 
cellules immunitaires.  
A l’inverse, d’autres auteurs attestent que la déficience de NOX2 dans des souris les protège 
de la fumée de cigarette (Lagente V et al, 2008). La déficience en p47phox a protégé les souris des 
effets néfastes de l’élastase, à savoir de l’élargissement des alvéoles pulmonaires et de la dégradation 
de l’élastine, et cette déficience a entrainé la diminution de l’expression de la MMP9 (Trocme C et 
al, 2015). En effet, de précédentes études ont pu montrer que les FRO produites par la NADPH 
oxydase augmentent l’activité de l’élastase circulant dans le sang via l’inhibition de l’inhibiteur 
endogène l’1-antitrypsine. Ceci pourrait constituer un mécanisme par lequel les FRO produits par 
les neutrophiles circulants amplifient les dommages liés à l’élastase (Hubbard RC et al, 1987). Cette 
partie sera développée d’avantage dans la section 6. 
3.5.4 Les atteintes vasculaires 
Le rôle des NADPH oxydases vasculaires dans l’hypertension, les dysfonctionnements 
endothéliaux, l’athérosclérose, l’hypertension, la resténose a été suggéré (Revue Cai H et al, 2003). 
L’angiotensine II, qui joue un rôle fondamental dans le maintien de la pression artérielle, a la capacité 
d’activer la NADPH oxydase des cellules musculaires lisses (Griendling KK et al, 1994). Une 
activation excessive de la NADPH oxydase par l’angiotensine a été impliquée dans l’augmentation 
de la tension artérielle chez la souris (Rajagopalan S et al, 1996). L’administration de SOD 
(superoxyde dismutase) encapsulée dans des liposomes a permis de corriger cette déficience. 
3.5.5 La polyarthrite rhumatoïde 
La polyarthrite rhumatoïde est une maladie autoimmune à fréquence élevée (0,5 à 1% de la 
population adulte). Durant cette maladie, des lésions inflammatoires au niveau des articulations se 
produisent et sont associées à une augmentation du liquide synoviale infiltré massivement par des 
leucocytes. Les neutrophiles représentent plus de 80% des cellules infiltrantes et ont une activité de 
la NADPH oxydase qui est augmentée du fait de la présence augmentée de cytokines pro-
inflammatoires (TNFα, IL-8) (El-Benna J et al, 2002). Les FRO jouent un rôle central dans la 
destruction du cartilage au niveau des articulations en état d’inflammation. Ils contribuent à la 
dépolymérisation de l’acide hyaluronique, un composant du cartilage, et participent à l’activation de 
protéases telles que les métalloprotéinases et l’élastase qui sont impliquées dans la dégradation du 
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collagène (Shabani F et al, 1998). De plus, elles sont capables d’induire des dommages directs à la 
matrice extracellulaire. L’utilisation de molécules antioxydantes telle que le superoxyde dismutase 






4 - Voies de signalisation du fPR pour  
l’activation de la NOX2 du neutrophile  
 
4.1 La signalisation intracellulaire : Définition 
4.1.1 Principaux enjeux 
La signalisation intracellulaire décrit une partie du système d’information moléculaire qui 
contrôle l’activité de la cellule et coordonne son action. Elle lui permet de percevoir son 
environnement et d’y répondre de manière adéquate. Les neutrophiles, comme d’autres types 
cellulaires, perçoivent la présence d’agents agresseurs ou leurs molécules dérivées ou d’autres types 
de signaux  via des récepteurs en surface ou à l’intérieur de la cellule. La transduction d’un signal se 
produit alors et enclenche une cascade de réactions biochimiques que la cellule propage et amplifie 
pour engendrer une réponse cellulaire. Ce signal peut prendre plusieurs formes : influx de calcium 
depuis le milieu extracellulaire, molécules dérivants de la membrane plasmique telles que le 
diacylglycérol (DAG), de monoxyde d’azote (NO°) ou d’un signal redox (superoxyde, peroxyde 
d’hydrogène etc..). Selon le type cellulaire, la réponse cellulaire stimulée par cette signalisation peut 
être variée et inclure par exemple des modifications métaboliques, de la forme de la cellule, de 
l’expression de gènes, entraine la division, modifie la localisation de protéines etc. Un signal peut 
causer généralement plusieurs réponses différentes.  
Le contact entre le ligand et son récepteur fait office de premier messager. Cette liaison 
entraine généralement un changement de conformation de son récepteur permettant l’activation 
d’enzymes diverses impliquées dans la propagation du signal et la génération  de seconds messagers 
lipidiques issus de la membrane plamsique ou stockés dans des compartiments. Certains effecteurs 
diffusent dans le cytoplasme afin de transporter le signal qui aboutira à l’activation des appareils 
moteurs capables de d’enclencher des réponses cellulaires fonctionnelles. La transduction du signal 
met en jeu des activations séquentielles : 1) L’activation d’une protéine par la conversion du GDP la 
liant en GTP par des GAP (GTPase-activating protein) ou inversement par des GEF (Guanine 
nucléotide exchange factor) afin d’activer des protéines kinases dont la fonction première est 
d’ajouter un groupement phosphate à leur cible ; 2) Le passage de protéines d’une forme inactive non 
phosphorylée vers une forme active phosphorylée par addition d’un groupement phosphate par une 
kinase (PKC, MAPK etc…). 
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Des défaillances dans la régulation de la transduction du signal sont responsables de 
pathologies telles que les cancers, les maladies auto-immunes et des destructions tissulaires. De ce 
fait, la compréhension des événements qui régissent la signalisation intracellulaire permet de  
comprendre les mécanismes qui engendrent de nombreuses pathologies.  
4.1.2 Les protéines de la transduction du signal issu du fPR 
Le récepteur des peptides formylés (fPR) appartient à la classe des récepteurs couplés aux 
protéines G (RCPG) et régule de nombreuses réponses cellulaires dont  le chimiotactisme ou encore 
la production de FRO par le neutrophile. Suite à la liaison du peptide à son récepteur fPR, une large 
cascade de signalisation va être enclenchée. Cette dernière mobilise de nombreux effecteurs de 
manière séquentielle formant les voies de signalisation incluant l’activation de  phospholipases, qui 
vont générer des seconds messagers tel que l’acide phosphatidique et qui vont participer à l’activation 
de protéines kinases (PKC, MAPK, Tyrosines Kinase) et stimuler la fonction cellulaire ciblée. Cette 
cascade est schématisée dans le Schéma 22 page 71. Certaines voies contribuent plus fortement que 
d’autres dans les réponses cellulaires. De plus, elles interagissent entre elles formant des boucles 
d’amplification des signaux pouvant conduire à des réponses excessives et inappropriées.  
 







4.2 Les protéines G : Déclencheurs de la transduction du signal 
4.2.1 Les protéines G trimériques 
Les protéines G, aussi appelées « Guanine nucleotide-binding proteins » en anglais sont une 
famille de protéines qui permet le transfert d’information à l’intérieur de la cellule. Les récepteurs à 
7 domaines transmembranaires sont généralement couplés à trois hétérodimères de protéines G : les 
sous unités G, G et G qui sont étroitement associées à la face intracellulaire des RCPG. Les sous-
unités G et G forment un dimère qui s’associe avec G couplé au GDP. La sous unité G se 
subdivise en plusieurs classes majeurs Gs, Gi, Gq, G(12/13) et G(16) (Simon MI et al, 1991), 
chacun régulant l’activation de différents effecteurs. La sous-unité G humaine est composée de 5 
classes tandis que la sous unité G comprend 12 classes. Ceci permet un grand nombre de 
combinaison possible qui ont certaines propriétés propres. Par exemple, la paire G11 interagit de 
manière plus robuste avec la rhodopsine que les autres combinaisons (Müller S et al, 1991). Dans le 
neutrophile, le fPR est généralement associé à la sous-unité Gi. 
Au niveau de leur structure, la sous-unité G est composée d’un domaine de liaison 
nucléotidique qui a une forte homologie structurale avec la superfamille des RAS GTPases et un 
domaine composé d’hélices alpha. De plus, la sous-unité comporte trois régions flexibles qui 
changent de conformation en réponse à la liaison avec le GTP  (Sondek J et al, 1994). La conformation 
liée au GTP a une affinité réduite pour le dimère G, ce qui entraine sa dissociation. A l’inverse, la 
sous-unité G ne change pas de conformation lorsqu’elle se dissocie, cependant lorsqu’elle est 
associée avec G, l’hétérodimère G ne peut activer ses effecteurs, cela suggère que le site de liaison 
de G  avec ses substrats est partagé avec le site de liaison de G (Li Y et al, 1998).  
4.2.2 L’activation des protéines G trimériques 
L’activation des protéines G est séquentielle comme le décrit le Schéma 21. Lorsqu’un ligand 
se lie aux RCPG, il induit un changement de conformation du récepteur ce qui permet à  la sous-unité 
Gα de lier le GTP en lieu et place du GDP. Cet échange enclenche la dissociation de la sous-unité G 
initialement attachée à G mais également une « dissociation » du récepteur entier, ainsi G-GTP 





Schéma 21 : Activation des RCPG (Jähnichen S, Wikipedia) 
Afin de revenir dans son état initial, la sous-unité G a la capacité d’hydrolyser son GTP en 
GDP via son activité enzymatique propre, ce qui permet sa réassociation à G. D’autres protéines 
ont également la capacité d’accélérer ce retour à l’état initial : La famille des RGS (protéines qui 
régulent la signalisation dépendante des protéines G) accélère l’activité GTPase de la protéine G. 
Enfin, des effecteurs de Gtelle que la PLC développent également la capacité d’induire 
l’hydrolyse du GTP en GDP (Sprang SR et al, 2007 ; Berstein G et al, 1992). 
4.2.3 Les petites protéines G 
La superfamille des petites protéines G sont nommées ainsi car elles sont analogues à la sous-
unité alpha de la protéine G mais elles se trouvent dans le cytosol. Les petites protéines G se lient 
également aux nucléotides guanyliques, possèdent une activité GTPase intrinsèque et le changement 
entre GTP et GDP affecte très fortement leur affinité pour leurs cibles. Ci-dessous figure un tableau 




Tableau 6 : Exemple de protéines G (Adapté d'après Nestler EJ et al, 1999) 
 
La famille  RAS est la mieux caractérisée des petites protéines G. Elle a été identifiée pour sa 
capacité à contrôler l’activation des MAPK. Ce mécanisme sera abordé dans la section traitant des 
MAPK. Son activité est dépendante de l’activation de la sous unité G et se fait via l’activation de  
GEF. A titre d’exemple, SOS se lie à Ras et provoque la libération du GDP, étant donné que le GTP 
est dix fois plus abondant que le GDP dans le cytosol le GTP a plus de chance de se fixer sur Ras 
libre. Cette liaison avec le GTP induit des changements conformationnels dans Ras qui sont 
responsables de son activation. (Ahearn IM et al, 2011). A l’opposé des GEF, les GAP se lient à Ras 
et activent son activité GTPasique intrinsèque afin de convertir le GTP en GDP et ainsi réduire 
l’activation de Ras.  
4.2.4 Les voies de signalisation en aval des protéines G 
Les protéines G sont généralement considérées comme le point de départ de la transduction 
du signal consécutif à l’activation du fPR. Chacune des quatre classes de sous-unité G possède donc 
des cibles cellulaires bien établies. L’adénylyl cyclase fut le premier élément découvert en aval des 
protéines G (Hurley JH et al, 1999). Elle est activée par la sous-unité  Gs et lui a conféré son nom 
« s » pour stimulatrice. A l’inverse, la sous-classe Gi qui est associée au fPR a été identifiée pour sa 
capacité à inhiber l’adénylyl cyclase (Hurley JH et al, 1999). Concernant la sous-unité G,  elle n’a 
été initialement décrite que pour sa capacité à inhiber G. Cependant, il est désormais connu que 




Les voies de signalisation des récepteurs chimiotactiques et en particulier du fPR sont 
complexes et sont résumées dans le Schéma 22. Après activation du fPR et de la protéine G 
trimérique, le dimère βγ active la phospholipase Cβ2 (PLCβ2) et la phosphoinositol 3 kinase γ (PI3Kγ) 
qui convergent tous deux vers l’activation des protéine kinases C (PKC). La PI3Kγ entraîne 
également l’activation de la protéine kinase B (PKB / AKT). Parallèlement, Gβγ active des protéines 
GEF (Guanine nucleotide exchange factors) telles que Vav1 et qui stimulent la libération du GDP des 
petites protéines G et leur interaction avec le GTP. Ceci permet l’activation des petites protéines G 
Ras, Rho et Cdc42.  
La sous unité α et le dimère βγ agissent également en parallèle pour induire l’activation des 
MAP-Kinases qui participent par exemple à l’activation de la NADPH oxydase. En outre, le fPR a 
également la capacité d’enclencher l’activation des tyrosines kinases responsables des 
phosphorylations rapides des protéines sur le site tyrosine.  
 
Schéma 22 : Représentation schématique des voies de signalisation enclenchées par le récepteur fPR dans les neutrophiles 
humains 
4.3 Les phospholipases 
Les phospholipases regroupent une famille d’enzymes associées à la membrane qui 
hydrolysent les phospholipides membranaires et produisent des seconds messagers qui initient la 
composante cytoplasmique de la cascade de transduction du signal. On distingue 5 classes de 
phospholipases sur la base du site d’action de l’enzyme (Schéma 23), la phospholipase A1 (PLA1), 




Schéma 23: Clivages des phospholipides par les phospholipases (Wikipedia) 
Ce sont les PLA2, les PLC et PLD qui jouent un rôle majeur dans l’activation du neutrophile 
stimulé par le fMLP. 
4.3.1 La phospholipase A2 (PLA2) 
La phospholipase A2 (PLA2) catalyse la réaction d’hydrolyse des phospholipides au niveau 
de la position sn-2-acyl pour induire la libération des acides gras cis-insaturés, préférentiellement 
l’acide arachidonoique (AA), ainsi que les lysophospholipides. Cette activité de la PLA2 est 
indépendante du calcium (Baggiolini M et al, 1993). Des agonistes tels que le fMLP et les facteurs 
de croissance sont capables d’activer la PLA2 via leur récepteurs couplés à la protéine G. L’acide 
arachidonique généré a la capacité d’activer la famille des PKCζ sous l’action de la PLA2 et est donc 
impliqué dans l’activation des fonctions du PN stimulé par le fMLP à des concentrations 
physiologiques. Il participe ainsi à l’activation de la NADPH oxydase, la dégranulation des 
neutrophiles ainsi que l’expression du récepteur type 3 du complément (CR3) (Baggiolini M et al, 
1993). L’acide arachidonique sert également de précurseur pour de nombreux médiateurs 
inflammatoires regroupés sous le terme d’eicosanoides (prostaglandines, thromboxane, leucotriènes). 
Ces derniers jouent d’importants rôles aussi bien physiologiques que pathophysologiques (Tithof et 
al., 1998).  
4.3.2 La phospholipase C (PLC) 
Il s’agit d’un groupe de lipases qui comprend quatre membres : PLCα, PLCβ, PLCγ et PLCδ 
; ces différentes PLC sont constituées d’une seule chaîne de polypeptides. Toutes les quatre formes 
de la PLC ont des propriétés catalytiques similaires, elles catalysent l’hydrolyse de trois 
phosphoinositides communs de manière dépendant au calcium : le phosphatidyl inositol, le 
phosphatidyl inositol 4-phosphate et le phosphatidyl inositol 4,5-biphosphate. Cependant, le potentiel 
de dépendance au Ca2+ diffère suivant l’isoforme de la PLC (Dennis EA et al, 1991). La PLCβ  est 
l’isoforme principale impliquée dans la signalisation en aval du fPR. Elle permet la génération du 
DAG et de l’IP3 (Bokoch GM, 1995) qui ont une contribution majeure dans l’activation des fonctions 
biologiques des PN stimulés par le fMLP. L'IP3 étant hydrosoluble diffuse à travers le cytosol où il 
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se fixe sur les canaux calciques au niveau du réticulum endoplasmique et induit la libération du Ca2+. 
L'augmentation de la concentration du Ca2+ intracellulaire active de nombreuses enzymes calcium 
dépendantes, en parallèle de l’action de DAG (Bokoch GM, 1995).    
4.3.3 La phospholipase D (PLD) 
Il s’agit d’une phosphodiestérase qui catalyse préférentiellement l’hydrolyse de la 
phosphocholine (PC) sur la liaison phosphodiester distale générant ainsi l’acide phosphatidique (AP) 
et la choline. La PLD possède également une deuxième propriété catalytique : La 
transphosphatidylation qui se produit en présence d’alcools primaires à courte chaine tels que 
l’éthanol. Dans ce cas l’alcool primaire sert d’accepteur pour le groupement phosphatidyl, au 
détriment de l’eau. Cette réaction conduit à la formation du phosphatidylalcool correspondant en 
principe à une molécule biologiquement inactive. 
Au sein du neutrophile, l’activation de la PLD peut être induite par le fMLP via l’activation 
de la protéine G et requiert la présence du calcium. L’acide phosphatidique issu de l’activité de la 
PLD est déphosphorylé par une PA-phosphatase pour former le DAG, qui peut activer à son tour la 
PKC (Dennis EA et al, 1991) ou la protéine kinase mTOR (Foster DA, 2009).  Les PLD possèdent 
dans leur domaine N-terminal un domaine conservé ressemblant fortement au domaine consensus 
phox (PX) (Ponting CP et Kerr ID, 1996). Les domaines PX sont impliqués dans une grande variété 
d’interaction protéine-protéine incluant la liaison à des kinases ou à des domaines de type SH3. De 
ce fait, la PLD est impliquée dans de grandes variétés de fonctions des neutrophiles telles que la 
migration, la phagocytose, la dégranulation ou encore la production de FRO. L’AP et le DAG ont été 
capables de stimuler de manière synergique les composants du complexe NADPH oxydase dans un 
système acellulaire (Palicz A et al, 2001) et l’ajout de manière exogène d’AP stimule l’explosion 
oxydative sans ajout de calcium (Perry DK et al, 1993). En outre, l’AP a également la capacité de 
favoriser le recrutement à la membrane des éléments cytosoliques du complexe NADPH oxydase. Il 
a en effet été montré que l’AP provoquait la translocation membranaire de la p47phox (Karathanassis 
D et al, 2002). Dans le neutrophile stimulé par le fMLP, c’est l’isoforme PLD2 associé à la membrane 
plasmique qui produit presque la totalité de l’acide phosphatidique et régule la NOX2 (Paruch S et 
al, 2006). De plus, elle est aussi directement activée par ERK1/2 (Paruch S et al, 2007), elle-même 
activée via AKT1/2 (Patel et al, 2010). De ce fait, la PLD est impliquée dans des fonctions clés du 





4.4 La voie PI3K / AKT 
4.4.1 La PI3K 
La phosphoinositide 3-kinases (PI3K) regroupe une famille d’enzymes impliquées dans 
diverses fonctions cellulaires telles que la croissance, la prolifération, la différenciation, la survie, la 
mortalité ou encore les mouvements intracellulaires. Cette famille est divisée en 4 classes (Class I, II, 
III, IV) suivant leur structure primaire, leur régulation et leur substrat (Leevers SJ et al, 1999). La 
PI3K de classe I joue un rôle central dans la modulation des réponses de l’immunité innée et 
adaptative.  Elle est active au sein d’un complexe composé d’une partie catalytique, la sous-unité 
p110 divisée en 4 sous classes α, β, γ, δ, et associé à une portion régulatrice divisée en 5 variant (p50α, 
p55α/β, p85β ou p101γ). La PI3K est principalement localisée dans le cytosol des cellules non 
stimulées, l’activation des RCPG entraîne son recrutement au niveau des fractions membranaires 
(Naccache PH et al, 2000). Dans le neutrophile, le fPR active indirectement la PI3Kγ (p110γ-p101γ) 
au travers d’une interaction directe avec Gβγ, néanmoins peu de choses sont connues concernant le 
mécanisme précis de cette activation. Une fois activée, la PI3Kγ réagit avec les phospholipides 
membranaires et catalyse la phosphorylation du phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PtdlnsP2 ou 
PIP2) afin de former le phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (Ptdlns(3,4,5)P3 ou PIP3) et qui 
ensuite régule une grande variété de fonctions biologiques et notamment l’activation de certaines 
PKC. En outre, le PIP3 a la capacité de recruter à la membrane les protéines comportant un domaine 
Pleckstrin Homology (PH) telles que AKT ou encore les tyrosines kinases. 
4.4.2 AKT 
La protéine AKT également nommée Protéine Kinase B (PKB), est une protéine de 60 kDa 
homologue cellulaire de l’oncogène viral v-AKT. Il s’agit d’une sérine/thréonine protéine kinase de 
la famille des AGC kinases et qui joue un rôle crucial dans de nombreuses fonctions biologiques 
comme dans la survie et la prolifération cellulaire (Revue Vivanco I et Sawyer CL, 2002). AKT 
constitue une famille de sérine/thréonine kinase contenant un domaine PH et un domaine catalytique. 




Schéma 24 : La famille des protéine kinases B 
 
Les différentes isoformes d’AKT partagent une grande homologie de structure  
particulièrement au niveau du domaine kinase. Malgré cela, ces isoformes ont une répartition inégale 
dans l’organisme : AKT1 se retrouve dans la plupart des cellules eucaryotes où elle joue un rôle dans 
la synthèse protéique, le développement et la survie cellulaire en empêchant les processus d’apoptose, 
AKT2 est principalement distribuée dans les organes répondant à l’insuline et enfin AKT3 est 
exprimée dans la plupart des cellules de l’adulte à un plus bas niveau que les deux autres isoformes à 
l’exception du cerveau et des testicules où elle est très abondante.  
Dans le neutrophile humain, on retrouve les 3 isoformes d’AKT (Patel et al, 2010). AKT1 et 
2 interviennent dans le chimiotactisme, la dégranulation et la production d’O2- (Hannigan MO et al, 
2004, Patel et Coll 2010). AKT possède un domaine Pleckstrin Homology (PH) qui lui permet de 
transloquer à la membrane plasmique pour se lier aux phospholipides comme le phosphatidylinositol 
3,4,5-triphosphate. La translocation membranaire d’AKT peut donc être induite par le fMLP (Patel S 
et al, 2010) et est important pour l’activation de la kinase puisqu’elle lui permet de se situer à 
proximité de la kinase PDK1 qui la phosphoryle sur la Thr-308. Une autre phosphorylation sur la Ser-
473 est nécessaire ; elle est réalisée par PDK2 et mTORC2. Le contrôle de l’activation d’AKT par 
mTOR sera revu en détail dans le chapitre 5 traitant de mTOR. 
AKT phosphoryle de nombreuses protéines probablement via la reconnaissance d’un site 
minimal consensus de la forme R-X-R-X-X-S/T-B (B représente des résidus hydrophobiques et R 
assurant la spécificité du substrat pour AKT par rapport à d’autres AGC kinases comme RSK et 
S6K1) (Alessi DR et al, 1996). Au niveau des neutrophiles, l’implication d’AKT dans l’activation de 
la NADPH oxydase a été suggérée in vitro. La kinase phosphoryle les sérines 304 et 328 de la p47phox 
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(Hoyal CR et al, 2003 ; Chen Q et al, 2003). L’équipe d’accueil a ainsi pu montrer à l’aide de lignées 
HL60 différenciées en neutrophile qu’AKT1 contribuait majoritairement à la génération d’anion 
superoxyde induite par le fMLP alors que la contribution d’AKT2 était plus réduite. En outre, ces 
travaux ont révélé qu’AKT contrôlait l’activité de la phospholipase D de manière dépendante de 
p44/42 MAPK (Patel S et al, 2010). Néanmoins, des travaux réalisés dans des neutrophiles de  
modèles murins, où AKT1 ou AKT2 ont été inactivés, ont, à l’inverse, mis en évidence qu’AKT2 
jouait un rôle plus important qu’AKT1 dans la production d’anion superoxyde, la libération des 
granules et la migration cellulaire (Chen J et al, 2010). Au niveau de la NADPH oxydase, les auteurs 
ont pu évaluer qu’AKT2 contrôlait également la phosphorylation et la  translocation membranaire de 
la p47phox (Chen J et al, 2010). Ainsi, les voies régulées par AKT sont au cœur de nombreuses 
fonctions du neutrophile.  
Dans des lignées cellulaires, AKT induit l’activation du complexe mTORC1 selon deux 
mécanismes. Le premier implique une levée de l’inhibition de mTORC1 via l’inactivation de 
l’hétérodimère TSC1/TSC2 (Inoki K et al, 2002) et l’induction de la dégradation du répresseur 
PRAS40 (Wiza C et  al, 2012). Récemment, il a été montré qu’AKT pouvait promouvoir la 
phosphorylation de mTORC1 par l’intermédiaire d’IKKα dans des lignées cancéreuses (Dan HC et 
al, 2014). Etant donné que mTORC1 est impliquée dans la migration du neutrophile induite par le 
GM-CSF et l’IL8 (Gomez-Cambronero et al, 2003), cela pourrait permettre d’apporter un nouveau 
regard sur la manière dont AKT contrôle également la migration des neutrophiles. Et inversement, 
étant donné qu’AKT contribue fortement aux fonctions de défenses anti-bactériennes du neutrophile, 
cette relation PI3K/AKT/mTOR pourrait suggérer que mTORC1 y contribuerait également.  Des 
éléments de réponse sont apportés dans l’étude présentée au sein de ce manuscrit.  
 
4.5 Les MAP-Kinases 
Les Mitogen-activated protein kinases (MAPK) sont une famille de protéines kinase qui 
phosphorylent spécifiquement des sérines, thréonines et tyrosines. Elles sont généralement 
impliquées dans la réponse cellulaire suite à divers stimuli comme des stimuli mitogéniques, un stress 
osmotique, la chaleur et des agents pro-inflammatoires. Ainsi, elles contrôlent diverses fonctions 
cellulaires comme l’expression de gènes, la différenciation, la mitose, la survie cellulaire ou encore 
l’apoptose. Il existe quatre grandes classes de MAPK : p44/42 MAPK (ERK1/2), p38α/β/γ/δ MAPK, 
c-Jun N-terminal kinases (JNK1/2/3) et ERK5.  
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A leur état basal, les MAPK sont inactives et requièrent des phosphorylations pour être 
pleinement activées. Ceci est réalisé par des enzymes spécialisées comme résumé dans le Schéma 25 
ci-dessous/ 
 
Schéma 25: MAPK-pathway-mammalian (Wikipedia) 
 
 
Les phosphorylations activatrices des MAPK sont réalisées par d’autres kinases spécialisées 
nommées MAP2 kinases (également nommées MAP-kinase-kinase). Elles-mêmes nécessitent d’être 
phosphorylées et activées par des MAP3 kinases. Etant donné que ces différents activateurs n’ont pas 
d’autres fonctions connues que d’induire l’activation des MAPK, on parle donc d’un module MAPK. 
L’activation des MAPK via le récepteur fPR dépend à la fois du dimère Gβγ et de α, et 
mobilise les 3 premières familles, ERK1/2, p38-MAPK et JUNK. Par ailleurs, le traitement des 
neutrophiles par le G-CSF, GM-CSF et TNF entraine une activation des MAPK de manière 
différentielle. G-CSF entraine uniquement l’activation du module ERK1/2, le GM-CSF entraine une 
forte activation du module ERK1/2 et une faible activation du module p38-MAPK et enfin le TNF 
produit l’effet inverse en activant fortement le module p38-MAPK et faiblement le module ERK 
(Suzuki K et al, 1999).  
4.5.1 p38-MAPK 
La p38-MAPK partage 50% d’identité au niveau des acides aminés avec ERK1/2 et se divise 
en quatre groupes : p38-α (MAPK14), β (MAPK11), γ (MAPK12 ou ERK6) et δ (MAPK13 / 
SAPK4). La p38-MAPK est activée dans un module complexe qui comprend différentes MAP3K et 
MAP2K comme résumé dans le Schéma 25 ci-dessus. Dans les détails, MKK6 active toutes les 
isoformes de p38-MAPK alors que MKK3 active préférentiellement p38α et β, MKK4 peut à la fois 
activer les JNK et p38 (Enslen H et al, 2000). Dans les cellules de mammifères, les différents 
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isoformes de la p38-MAPK sont fortement activées après un stress environnemental et dans des 
conditions inflammatoires au contraire des stimuli mitogéniques. Cependant, les protéines impliquées 
dans l’activation du module ne sont pas encore clairement déterminées.  
La p38-MAPK est retrouvée dans le noyau et le cytoplasme de la plupart des cellules 
quiescentes mais sa localisation après stimulation reste à déterminer. Certains travaux précurseurs 
réalisés dans des lignées COS montrent une répartition cellulaire et nucléaire de la  p38-MAPK 
(Raingeaud J et al, 1995). Dans les neutrophiles, l’activation de p38-MAPK est impliquée dans 
l’explosion oxydative, le chimiotactisme, la dégranulation, l’adhérence, et l’apoptose (Kim D et al, 
2013 ; Mocsai A et al, 2000 ; Aoshiba K et al, 1999). Les mécanismes par lesquels p38-MAPK 
contrôle ces fonctions émergent : Au niveau de la NADPH oxydase, p38-MAPK est capable de 
phosphoryler la p47phox au niveau de la Ser-345 (Dang PM et al, 2006) mais aussi la p67phox (Dang 
PM et al, 2003). De plus, la p38-MAPK serait également capable de phosphoryler la phospholipase 
A2, la protéine Tau et différents facteurs de transcription (Kyriakis JM et al, 2001). 
4.5.2 p44/42-MAPK ou ERK1/2 
La p44/42-MAPK également nommée ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases1/2) 
comprend deux entités fortement semblables (ERK1 et ERK2) qui partagent 83% d’identité d’acides 
aminés. Suite à la stimulation du neutrophile  par le fMLP, la petite protéine G Ras est recrutée à la 
membrane et activée via la conversion du GDP en GTP. Elle interagit alors avec une large variété 
d’effecteurs en aval y compris avec le module ERK1/2. Dans les détails, Ras active A/B/C-Raf (Geyer 
M et al, 1997) probablement par de multiples phosphorylations. Une fois activée, Raf s’associe et 
phosphoryle MEK1 et 2 qui en retour phosphorylent ERK1/2 au niveau du site conservé Thr-Glu-
Tyr. La forme ainsi activée de ERK1/2 phosphoryle de nombreux substrats dans différents 
compartiments cellulaires, incluant des protéines membranaires ou nucléaires. D’une manière 
générale, l’activation du la voie  ERK via les RCPG implique une dizaine de voies de signalisation 
(Gutkind JS et al, 2000). 
La contribution de ERK1/2 dans la génération d’anion superoxyde par les PN stimulés par le 
fMLP est toujours discutée. En effet, l’inhibition des MEK1/2 par l’inhibiteur PD98059 ne réduit pas 
la production d’anion superoxyde des PN stimulés par le fMLP (Kuroki M et al, 1997). En revanche, 
l’antagoniste de ERK1/2, U0126, inhibe partiellement cette l’explosion oxydative des PN (Djerdjouri 
B et al, 1999 ;  Paruch S et al, 2006), indiquant que ERK1/2 intervient mais n’est pas indispensable 
pour l’activation de la NOX2.  De plus, le traitement des PN par le G-CSF, activateur de ERK1/2 
mais pas des autres MAPK, n’est pas en mesure d’induire la génération d’anion superoxyde (Yuo A 
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et al, 1989). Cependant,  l’inhibition de ERK1/2 inhibe la phosphorylation de p47phox induite par le 
fMLP (Dewas C et al, 2000).  
4.5.3 Les Jun kinases 
Les JNK se composent de 3 sous-classes : JNK1, JNK2 et JNK3, elles sont fortement activées 
en présence de cytokines, d’irradiation aux UV, de la réduction de la concentration des facteurs de 
croissance et certaines protéines G. L’activation de JNK s’inscrit dans un module très proche de celui 
de p38-MAPK dans lequel les mêmes MAP3K interviennent, à savoir ASK, MEKK, MLK, TAK1 et 
TPL-2. Néanmoins, alors que l’activation directe de p38-MAPK passe par MKK3/6 et 
potentiellement MKK4, l’activation de JNK requiert uniquement MKK7 et MKK4. 
Des controverses subsistent concernant la contribution des JNK dans les fonctions des 
neutrophiles. L’équipe d’accueil a en effet rapporté que contrairement à ERK1/2 et p38-MAPK, les 
JNK ne contribuaient pas à la phosphorylation de p47phox (El Benna J et al, 1996).  Cependant, c-JNK 
est bien activée dans les PN stimulés par le TNFα (Kato T et al, 2008) qui par ailleurs est un faible 
stimulant de la NOX2 des PN. Dans les cellules HL-60 différenciées, le fMLP stimule bien JNK ainsi 
que les deux autres  MAPK  mais  la contribution de JNK dans l’explosion  oxydative n’avait pas été 
étudiée faute d’antagoniste  (Rane MJ et al, 1997). 
 
4.6 Les tyrosine kinases 
Les tyrosines kinases phosphorylent leurs cibles protéiques au niveau d’un site tyrosine. Tout 
comme les sérines/thréonines kinases, elles participent à la transduction du signal suite à l’activation 
de nombreux types de récepteurs. On distingue deux grandes familles de tyrosines kinases : les 
protéines associées à la membrane plasmique (RTK ou Receptor Tyrosine Kinase) subdivisées en 17 
sous-classes et des protéines cytosoliques non-récepteurs représentée par une trentaine de membres 
dans les cellules eucaryotes. Ce sont ces dernières qui seront décrites. 
Les neutrophiles n’expriment que 3 membres de la famille des Src tyrosine kinase : Hck, Fgr 
et Lyn. La délétion de ces trois composants empêche la libération des granules et la production 
d’anion superoxyde induite par le fMLP (Mócsai A et al, 1999 ; Fumagalli L et al, 2007) et la 
déficience de la famille des Src tyrosine kinase réduit l’activation des JNK et p38-MAPK induite par 
le fMLP (Mócsai A et al, 2000 ; Fumagalli L et al, 2007). Cependant, leur rôle dans la migration des 
neutrophiles est controversé. En effet les neutrophiles de souris déficitaires pour Hck, Fgr ou Lyn ont 
été incapables de migrer au travers d’un système transwell en présence de  2 µM de fMLP (Mócsai 
A et al, 2002) alors que les neutrophiles humains n’ont pas été affectés par les inhibiteurs des 
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tryrosines kinases (Futosi K et al, 2012). A l’inverse, dans les neutrophiles de souris, la déplétion de 
la famille tyrosines kinases Syk n’a pas eu d’influence sur la réponse des cellules induite par le fMLP 
(Mócsai A et al, 2003). 
Le mécanisme d’activation des tyrosines kinases par les RCPG reste peu connu. Des études 
ont indiquées que les tyrosines kinases de la famille des Src, étaient activées par la -Arrestine 
directement couplée sur le récepteur aux chimiokines CXCR1 des granulocytes (Barlic J et al, 2000). 
Une interaction directe entre les Src et la protéine G couplée aux RCPG a été proposée dans d’autres 
modèles cellulaires. Ainsi, l’activation des tyrosines kinases de la famille des Src par les RCPG des 
neutrophiles semblerait se produire parallèlement à l’activation de la voie des PLC et de la PI3K 
(McGarrigle D et al, 2007). 
Ainsi, les tyrosines kinases régulent certaines fonctions du neutrophile par l’intermédiaire de 
la régulation de l’activation des protéines Rac. Dans les détails, les tyrosines kinases se situent en 
aval de la sous-unité Gi du fPR et sont activées suite à la stimulation du récepteur. Les tyrosines 
kinases induisent l’activation de Rac via la phosphorylation et l’activation de la Vav1. En retour, 
Vav1 qui porte une fonction Gef entraîne l’activation de Rac via le remplacement du GDP par le GTP 
(Mócsai A et al, 2002).   
 
4.7 Les protéine kinases C  
Les protéines kinases C (PKC) désignent une famille d’enzymes kinases ubiquitaires qui 
contrôle le fonctionnement d’autres protéines en catalysant la phosphorylation de groupements 
hydroxyles de sérines ou thréonines. On dénombre 15 isoformes des PKC qui sont regroupés selon 3 
sous-familles : Les PKC conventionnelles (cPKC), les PKC nouvelles (nPKC) et les PKC atypiques 
(aPKC). Toutes ces PKC possèdent un domaine catalytique C-terminal et un domaine régulateur N-
terminal. La région catalytique est hautement conservée entre les isoformes au contraire de la partie 
régulatrice responsable de l’activation différente des PKC.  
 
Schéma 26 : Les isoformes des PKC (adapté à partir de Newton et al, 2010) 
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4.7.1 Les PKC conventionnelles 
Elles regroupent les isoformes , I, II et . Suite à l’activation du fPR la protéine G active 
la PLC qui clive à son tour le phosphatidylinositol-4-5-bisphosphate (PIP3) en diacylglycérol 
(DAG) et inositol-1-4-6-trisphosphate (IP3). L’IP3 permet l’augmentation du calcium cytosolique en 
interagissant avec les canaux calciques du réticulum endoplasmique. Le calcium se lie au domaine 
régulateur C2 de la PKC et facilite sa translocation vers la membrane. Le DAG se fixe alors sur le 
domaine C1 pour activer la kinase. Le domaine C1 est aussi la cible du PMA, activateur direct des 
PKC. 
4.7.2 Les PKC nouvelles 
Elles regroupent les isoformes , , , . Elles ne possèdent pas le domaine C2 qu’on retrouve 
chez les cPKC et sont donc insensibles à l’élévation de la concentration de calcium cytosoliques. 
Elles ont néanmoins le domaine C1 de liaison avec le DAG et le PMA. Elles sont activées par le DAG 
mais ne nécessitent pas d’élévation de la concentration du calcium cytosolique. 
4.7.3 Les PKC atypiques 
Elles regroupent les isoformes . Etant donné qu’elles ne possèdent ni les domaines C1 et C2, 
elles sont insensibles au calcium et ne répondent ni au PMA ni au DAG. Au lieu de cela elles sont 
activées par la PDK1 qui se trouve en aval de la PI3K (Chou MM et al, 1998), par PIP3 et RAS. Leur 
activation requiert des mécanismes impliquant des phosphoinositides et de multiples 
phosphorylations (Nishizuka Y et al, 2001). 
4.7.4 Les fonctions du neutrophiles dépendantes des PKC 
a) L’arrêt et l’adhésion des neutrophiles  
Certains travaux ont pointé le rôle des PKC dans l’activation des intégrines qui se lient aux 
chimiokines présentent sur les cellules endothéliales. En effet, chez des souris déficientes pour la 
PKCδ, les auteurs ont pu remarquer que l’adhésion des neutrophiles à une plaque traitée au sérum de 
veau fétal était réduite (Chou MM et al, 1998). D’autres travaux ont également impliqué la PKCζ 
dans l’adhésion des neutrophiles au fibrinogène (Laudana et al, 1998). 
b) La phagocytose  
 Les PKC ont été impliquées dans la phagocytose par les macrophages. Ils partagent avec les 
neutrophiles des similarités dans la manière dont cette fonction est réalisée  indiquant que les PKC 
pourraient être impliquées également dans la phagocytose des neutrophiles. 
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c) L’explosion oxydative  
Les PKC sont des activateurs clés de la NADPH oxydase puisque la stimulation des 
neutrophiles avec le PMA entraîne une forte réponse oxydative  (DeChatelet LR et al, 1976). Dans 
des modèles acellulaires les PKCα, β, δ et ζ ont phosphorylé la p47phox et initié la génération d’anion 
superoxyde. L’équipe d’accueil a contribué à identifier les PKC des neutrophiles, notamment la PKC 
ζ qu’elle a impliqué dans l’explosion oxydative via la phosphorylation de la p47phox (Dang PM et al, 
1994 ; Dang PM et al, 1995 ; Dang PM et al, 2001 ; Fontayne A et al, 2001). 
d) Dégranulation  
L’implication des PKC dans la dégranulation est controversée. La dégranulation peut être 
initiée par une activation des RCPG via le fMLP mais aussi via une stimulation par le PMA. La 
déficience en PKCδ dans les neutrophiles a entraîné une importante réduction de la libération de la 
lactoferrine après stimulation par fMLP ou PMA (Chou MM et al, 1998). Cependant, la déplétion des 




5 - La protéine “mammalian Target Of 
Rapamycin (mTOR)”  
 
La protéine mTOR pour « mammalian Target Of Rapamycin », « mechanistic Target Of 
Rapamycin », FRAP ou encore RAFT1 est une protéine kinase ubiquitaire atypique qui joue un rôle 
important dans la survie, la mobilité et la prolifération cellulaire notamment dans les cancers (Foster 
DA, 2009). Son activité est inhibée par la Rapamycine (Sirolimus), un antibiotique utilisé comme 
anticancéreux et immunosuppresseur (Ponziani F et al, 2011). Son gène est localisé sur le 
chromosome 1 en position 1p36.2, et code pour une protéine de 289 kDa. Découverte dans les 
eucaryotes primitifs, la protéine TOR (Target of Rapamycin) avait une contribution majeure dans la 
régulation de la consommation énergétique en jouant le rôle d’interface entre les périodes de 
croissance et de carence de l’organisme. Dans les premiers organismes eucaryotes unicellulaires, la 
protéine TOR leur permettait de « sentir » la disponibilité des nutriments et permettait donc leur 
prolifération dans des milieux favorables. Chez les premiers eucaryotes pluricellulaires, TOR a acquis 
plusieurs nouveaux rôles comme régulateur central de la croissance de l’organisme et de son 
homéostasie et s’est ensuite enrichie en nouvelles fonctions avec l’évolution des espèces (van Dam 
TJ et al, 2011). Ce sont des approches génétiques et biochimiques chez les levures ou certains 
mammifères ainsi que l’utilisation de mutants qui ont mis en évidence que la protéine TOR était bel 
et bien la cible du médicament Rapamycine déjà largement décrit jusque-là (Heitman J et al, 1991). 
L’équivalent de TOR est alors retrouvé chez les mammifères sous la forme de Sérine/Théronine 
protéine kinase ubiquitaire mTOR. Elle représente l’une des rares enzymes qui fonctionnent au sein 
de deux complexes distincts nommés mTOR complex 1 (mTORC1) et mTOR complex 2 (mTORC2) 
qui assurent à mTOR sa restriction aux substrats et qui permet à la protéine kinase de réguler de 
nombreuses fonctions biologiques distinctes. 
 
Tableau 7 : Composition des complexes mTORC1 et mTORC2 (Sabatini et Laplante Cell 2012) 
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5.1 Structure de mTOR et de ses complexes  
5.1.1 Structure de mTOR  
 
 
Schéma 27 : La structure secondaire de mTOR  (Don B. and al, Nature Reviews Drug Discovery 2011) 
mTOR est une protéine kinase de grande taille mais à l’allure compacte et formée de 
nombreux domaines (Schéma 27). La région N-terminale possède 20 tandem Heat (Huntington, EF3, 
A subunit of PP2A, TOR1) répétés dont chaque unité consiste en 2 hélices α d’environ 40 acides 
aminés. Ce type de motif n’est pas propre à mTOR et se retrouve dans d’autres protéines à commencer 
par son partenaire RAPTOR mais sa fonction n’est pas encore connue. Le domaine FAT (FRAP, 
ATM, TRAP), de taille élevée, est composé d’hélices α répétées et est attaché au domaine kinase de 
mTOR. Un autre domaine nommé FATC se retrouve en partie C-terminale de mTOR, sa position 
centrale dans le site catalytique de la protéine fait qu’elle est absolument nécessaire pour l’activité 
kinase de mTOR, Takahashi et al. ont montré qu’une délétion d’un seul acide aminé de ce domaine 
inhibe l’activité de mTOR (Takahashi T et al, 2000). Le domaine FRB (FKB12-Rapamycin Binding) 
jouxte le domaine catalytique et participe à l’activité kinase, il est également le site de fixation 
de l’acide phosphatidique qui participe à l’activation de mTOR (Fang Y et al, 2001). Enfin, le 
domaine kinase de mTOR est composé d’environ 550 résidus et adopte une structure en deux lobes 
(Schéma 28) : Le lobe N-Terminal, un plus large lobe C-Terminal et entre les deux, une région qui 
lie l’ATP. 
 
Schéma 28 : La structure tertiaire de mTOR-mLST8 (Yang H. and al, Nature 2013) 
 
Le domaine kinase de mTOR ressemble fortement à un domaine PI3K avec néanmoins 
quelques différences puisque seuls 50% des acides aminés se superposent et plus de 200 
s’additionnent, tel que le domaine FRB. Les 4 hélices de ce domaine font partie du lobe N-terminal 
et dessinent la porte d’entrée  et de restriction pour les substrats. 
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La kinase mTOR est associée à au moins deux partenaires uniques qui permettent de former 
deux complexes distincts: « regulatory-associated protein of mTOR » (RAPTOR) pour mTORC1 et 
« rapamycin-insensitive companion of mTOR » (RICTOR) pour mTORC2. Ces différents 
compagnons participent à l’assemblage du complexe et facilitent l’accrochage des substrats et 
régulateurs de mTOR (Nojima J. et al, 2003).  
5.1.2 Structure de mTORC1 
Le complexe mTORC1 est formé de l’association de mTOR avec RAPTOR, PRAS40, et 
mLST8 et DEPTOR. De nouveaux partenaires transitoires émergent. 
 
Schéma 29 : Structure de mTORC1 et de ses composants (Sabatini et al. Nature reviews Molecular Cell Biology, 2010) 
 
a) RAPTOR 
 La plus grosse protéine associée à mTOR est composée de trois domaines : un domaine 
constitué de répétitions de domaines WD40 sert de squelette aux complexes protéiques et permet à la 
protéine de s’accrocher à mTOR au sein de mTORC1. Un domaine RNC (RAPTOR N-terminal 
conserved) qui contribue à l’association de mTORC1 à ses substrats (Dunlop EA et al, 2009) et tout 
comme pour mTOR, un domaine composé de tandem Heat. 
b) mLST8 
Elle est composé d’une répétition de domaine WD40 qui permet également à la protéine de 
s’accrocher à mTOR au sein de mTORC1 mais également mTORC2. Sa position fait qu’elle participe 
à la porte d’entrée des substrats pour le site catalytique de mTOR. 
c) DEPTOR 
Elle a une expression régulée à la fois par mTORC1 et mTORC2 et est composée de deux domaines, 
DEP (disheveled, egl-10, pleckstrin) et PDZ (postynaptic density 95, discs large, zonula occludens-
1). La protéine se lie à la partie C-terminale de mTOR (Complexe 1 ou complexe 2) en aval de son 
domaine kinase et régule son activité. L’absence de DEPTOR, notamment dans certains cancers, 
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entraîne l’activation constitutive du complexe mTORC1 mais également de mTORC2, ce qui suggère 
un rôle d’inhibiteur de DEPTOR sur  l’activité kinase de mTOR. 
d) PRAS450 
La protéine PRAS40, le plus petit partenaire du complexe mTORC1, est composée de deux régions 
riches en proline en N-terminale et d’un domaine LCD très conservé et qui peut être phosphorylé par 
AKT. 
Une fois le complexe mTORC1 assemblé, il forme un dimère qui met en évidence une cavité 
centrale entourée par les protéines mTOR et RAPTOR (Schéma 30). 
 
Schéma 30 : Reconstitution 3D de la dimérisation de mTORC1 (Yip CK. et al. Mol. Cell 2010) 
 
Cette configuration jouerait un rôle important au niveau des substrats, Yip CK et al., suggèrent que 
4E-BP1 (substrat de mTOR qui sera décrit ultérieurement) s’accroche à RAPTOR d’un seul 
monomère mTORC1 mais est phosphorylé par le mTOR du monomère adjacent. A l’inverse, 
l’absence de la dimérisation empêche la phosphorylation de 4E-BP1 (Yip CK et al, 2010). 
 
5.1.3 Structure de mTORC2 
mTORC2 possède un cœur très conservé entre la levure et l’Homme qui comprend : mTOR, 
RICTOR, SIN1 et mLST8. D’autres partenaires moins conservés entre les espèces s’ajoutent : 
PROTOR, PRR5L et DEPTOR. 
 




RICTOR et PROTOR ont des structures très peu connues, les deux sont capables d’interagir 
l’un avec l’autre en absence de mTOR.  
a) Le partenaire mSIN1  
Tout comme RICTOR est essentiel pour maintenir la stabilité du complexe mTORC2. En absence de 
mSIN1, RICTOR n’est plus exprimée, et inversement, alors que l’expression de mTOR n’est pas 
affectée (Frias MA et al, 2006). mSIN1 a une expression particulière puisqu’elle subit un épissage 
alternatif permettant la génération de cinq isoformes dont trois d’entre eux permettent la formation 
de trois complexes différents de mTORC2 (Frias MA et al, 2006) ; cependant aucune fonction 
spécifique à ces isoformes n’est connue. Les deux plus longs isoformes possèdent un domaine 
pleckstrin homology (PH) permettant leur liaison à des lipides, à l’acide phosphatidique, 
phosphatidylinositol et aux membranes cellulaires ainsi qu’une région Ras-binding domain (RBD) 
permettant de lier Ras actif et d’inhiber sa signalisation (Schroder WA et al, 2007).  
b) mLST8  
Il s’agit d’une protéine commune à mTORC1 et mTORC2, cependant une déficience de l’expression 
mLST8 affecte la liaison de mTOR avec RICTOR sans affecter sa liaison avec RAPTOR et donc 
empêche l’assemblage de mTORC2 sans affecter l’assemblage de mTORC1 (Guertin DA et al, 2006). 
 
5.2 Fonctions et substrats de mTORC1 
5.2.1 Généralités 
Les fonctions que le complexe active dépendent de l’état et des besoins des cellules et c’est 
ainsi que le complexe mTORC1 permet la synthèse protéique lorsque le niveau d’acides aminés est 
suffisant. Lorsque ce niveau est réduit, mTORC1 est inhibé, ce qui entraîne l’activation des voies qui 
régulent l’autophagie et permet d’augmenter le niveau d’acide aminé. Dans ces conditions 
d’abondance énergétique, mTORC1 participe également au stockage de cette énergie en étant 
impliquée dans la production d’acides gras qui permettront aux cellules de trouver des réserves 
énergétiques en cas de carence. Toutes ces fonctions permettent à mTOR de contrôler l’homéostasie 
énergétique de la cellule. mTORC1 participe donc directement ou indirectement à de nombreuses 






5.2.2 La synthèse protéique  
a) S6K1 et 4E-BP1 
  Deux des substrats connus de mTORC1, impliqués dans les processus d’initiation de la 
traduction protéique, eIF4E-binding protein 1 (4E-BP1) et S6 kinase 1 (S6K1) s’associent à RAPTOR 
au niveau d’un motif TOS (TOR signaling) (Nojima J. et al, 2003) hautement conservé dans la partie 
N-terminale de S6K1 et C-terminale de 4E-BP1. La séquence consensus est de la forme F-(D/E)-
(F/I/L/M)-(D/E)-(L/I) (Oshiro N et al, 2007). mTORC1 est recruté par le facteur d’initiation de la 
traduction eIF3 au niveau des ARN non transcrits pour phosphoryler S6K1 et 4E-BP1.  
Dans sa forme non phosphorylée, 4E-BP1 agit comme un régulateur négatif de la traduction en se 
fixant sur le facteur d’initiation eIF4E (Ma XM et Blenis J, 2009). mTORC1 actif provoque la 
phosphorylation séquentielle de 4E-BP1 (Schéma 32) : Dans un premier temps les phosphorylations 
des Thr 37 et Thr 46, montrées in vitro comme des étapes nécessaires, permettent ensuite la 
phosphorylation de la Thr 70 puis Ser 65 (Gingras AC et al, 2001). Ainsi, phosphorylée P-4E-BP1 se 
détache et libère le facteur d’initiation de la traduction eIF4E.  
 
Schéma 32 : Phosphorylation séquentielle de 4E-BP1 par mTOR (Hay et Sonenberg, Genes & Development 2004) 
 
eIF4E peut alors recruter un autre facteur de l’initiation de la traduction eIF4G à l’extrémité 5’ de la 
plupart des ARN messagers (Ma XM et Blenis J, 2009).  
La kinase mTORC1 phosphoryle également S6K1 sur de nombreux sites dont la thréonine 
412, située dans un motif hydrophobe proche du site catalytique, qui est étroitement liée à l’activité 
de la kinase  (Weng QP et al, 1998). En retour, S6K1 s’associe et phosphoryle de nombreuses 
protéines impliquées dans la traduction telles que le facteur d’élongation eIF4B qui permet  
l’augmentation de l’activité de l’hélicase eIF4A afin d’améliorer l’accessibilité des régions 5’UTR 
de nombreux ARN messagers. Le facteur d’élongation eEF2K, SKAR (également nommé 
POLDIP3), NCBP1 ou encore la sous unité ribosomique S6 sont également activés par S6K1.  
Ensemble, les phosphorylations de S6K1 et 4E-BP1 par mTORC1 permettent donc de former un 




Schéma 33 :  Les substrats de mTORC1 participent à l’initiation de la traduction et son élongation (Schéma adapté à partir 
de Sabatini et al., Nature reviews Molecular Cell Biology, 2010) 
 
b) HIF1α  
HIF1 et mTORC1 partagent des fonctions biologiques communes : HIF1 augmente 
l’expression des gènes qui entrent dans la glycolyse et le transport du glucose afin de maintenir le 
niveau d’énergie lorsque la respiration cellulaire est réduite. A l’inverse l’inhibition de mTOR par la  
Rapamycine réduit l’expression de gènes impliqués dans la glycolyse (Düvel K. et al, 2010). En 
contrôlant l’expression ou l’activité de HIF1α, le complexe mTORC1 contrôle donc le programme 
de transcription qui permet aux cellules de maintenir leur état dans des conditions de manque 
d’oxygène. Dans des lignées cancéreuses où mTORC1 est fortement actif,  l’expression de HIF1α est 
élevée, ceci suggère l’implication de mTORC1 dans son expression (Brugarolas JB. et al, 2003) cela 
implique 4E-BP1 ainsi que le  facteur eIF4E (Düvel K. et al, 2010).  
Dans le neutrophile, HIF1 régule les fonctions antibactériennes, la production des protéases et des 
peptides antimicrobiens contenus dans les granules (Perssonnaux C. et al, 2005). Il contribue en outre 
à prolonger la survie des neutrophiles en condition d’hypoxie en inhibant l’apoptose des cellules 
(Walmsley SR. et al, 2005). Il serait ainsi important d’évaluer la contribution de mTOR dans ces 
activités contrôlées par HIF1. 
c) STAT3 
  mTORC1 reconnait STAT3 via le motif TOS se trouvant reconnu par RAPTOR (Inoki K et 
al, 2005). mTOR le phosphoryle et active le facteur de transcription STAT3  au niveau de la Ser-727 
(Yokogami K et al, 2000). STAT3 est souvent retrouvée activée durant les infections virales, par 
exemple le virus de l’hépatite C entraine l’augmentation d’expression et l’activation de STAT3 dans 
les monocytes, macrophages et cellules dendritiques par l’intermédiaire de l’IL6 (Tacke RS et al, 
2011), or l’activation de STAT3 est également un facteur de mauvais pronostique car il a la capacité 
de promouvoir des oncogènes tumoraux. Ainsi, mTORC1 devrait également jouer un rôle important 




5.2.3 La synthèse des ribosomes 
La biosynthèse des ribosomes met en jeu les ARN polymérases I, II et III impliquées 
respectivement dans  la synthèse des ARN ribosomaux, la transcription des gènes codants pour les 
protéines ribosomales et la synthèse de l’ARN 5S. 
La synthèse des ARN ribosomaux, constituants essentiels des ribosomes,  est régulée par la 
disponibilité des nutriments comme les acides aminés et en particulier la leucine. Cet acide aminé 
joue un rôle central dans l’activation de mTORC1 (Xu G et al, 2001). Trois éléments sont essentiels 
à la mise en place de l’ARN polymérase I et sont phosphorylés par les substrats de mTORC1: TIF-
1A, SL1 et UBF (Schéma 34). 
 
Schéma 34 : L’initiation de la transcription des ARN ribosomaux est contrôlée par mTORC1 (Mayer C. et Grummt I. 
Oncogene 2006) 
 
5.2.4 L’autophagie  
mTORC1 est également capable d’inhiber les processus d’autophagie par lesquels les cellules 
dégradent des protéines (microautophagie) et organelles (macroautophagie) endommagés ou 
redondants. A l’inverse l’inhibition de mTORC1,  notamment par le retrait des acides aminés du 
milieu et l’action de la Rapamycine induit l’autophagie.  
Par analogie aux événements observés chez S. Cerevisiae, chez les mammifères l’autophagie est 
régulée par un complexe protéique formé d’ATG13, ULK1 et FIP200. En absence de glucose 
l’AMPK inhibe mTORC1 et enclenche l’autophagie en activant directement ULK1  via deux 
phosphorylations sur les sérines 317 et 777 (Kim J et al, 2011). A l’inverse en présence de glucose, 
l’AMPK est inactivée et cesse d’inhiber mTORC1, RAPTOR interagit alors directement avec ULK1 
(Hosokawa T et al, 2009) et mTOR phosphoryle directement sur la sérine 757 empêchant toute autre 





Schéma 35 : Modèle proposé expliquant la régulation de phosphorylation d’ULK1 et de l’autophagie par mTORC1 (Kim et 




5.2.5 La synthèse lipidique 
Le complexe mTORC1 joue un rôle central dans la biosynthèse des lipides. En effet, la 
Rapamycine réduit l’activité de la Lipin 1, SREBPS et du récepteur PPAR, tous trois impliqués dans 
l’adipogénèse (Kim JE et Chen J, 2004). mTORC1 induit la phosphorylation de la Lipin 1 au niveau 
des Ser-106 et la Ser-472 ce qui entraîne alors son exclusion du noyau. A l’inverse, lorsque mTORC1 
est inhibé, Lipin 1 s’accumule dans le noyau et entraîne l’association de SREBPs à la matrice 
nucléaire ce qui l’empêche d’activer ses gènes cibles impliqués dans la biosynthèse des lipides 
(Peterson TR et al. 2011) (Schéma 36). L’augmentation de la biosynthèse de lipides est souvent un 
marqueur de prolifération des cellules cancéreuses, étant donné la contribution de mTORC1 dans 
cette biosynthèse lipidique, il pourrait avoir un possible rôle dans l’initiation des tumeurs.  
 
Schéma 36 : Modèle proposé pour la régulation de l’activité transcriptionnelle de SREBP par mTORC1/Lipin1 (Peterson TR 




Le complexe mTORC1 est également impliqué dans le stockage énergétique par 
l’intermédiaire des tissus adipeux. En effet, le complexe module l’expression et l’activité de PPARγ, 
récepteur nucléaire qui contrôle l’expression de gènes requis pour la synthèse d’acides gras. 
Cependant le mode d’action n’est que partiellement élucidé, d’un côté l’axe mTORC1-4EBP1 est 
impliqué dans la régulation de la traduction de PPARγ (Le Bacquer O et al, 2007) et de l’autre côté 
Kim et al. ont soulevé la possibilité que mTORC1 pourrait contribuer à l’activation de PPARγ par 
l’intermédiaire de SREBP1 qui a été montré comme augmentant la production endogène du ligand 
de PPARγ  (Kim JE et Chen J, 2004). 
 
5.3 Fonctions de mTORC2 
mTORC2 est impliqué dans bon nombre de processus biologiques qui découlent des 
phosphorylations d’AKT, SGK1 et des PKC (Schéma 37) à savoir la synthèse protéique, les fonctions 
métaboliques, la survie cellulaire ou encore la réorganisation du réseau d’actine. 
 
Schéma 37 : Fonctions directes et indirectes de mTORC2 (Oh & Jacinto, Cell cycle 2011) 
5.3.1 L’organisation de l’actine et la migration cellulaire  
 Les délétions géniques de mTor, Rictor, mLst8 au contraire de Raptor désorganisent le réseau 
d’actine et entraînent une diminution de l’activation de Rac1, cependant la manière dont mTORC2 
pourrait contrôler l’organisation de l’actine reste incertaine. La migration des cellules est étroitement 
dépendante de la réorganisation du réseau d’actine et de Rac1, or mTORC1 et mTORC2 peuvent 
s’associer à Rac1 (Saci A et al,  2011). Ensuite, la protéine Rex, membre de la famille des Rho-GEF, 
s’associe à mTOR ce qui induit l’activation de  Rac ainsi que la migration des cellules en présence 
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de leucine (Henandez-Negrete I et al, 2007). Cependant, cette migration est insensible à la 
Rapamycine suggérant alors que mTORC2 joue un rôle central dans cette migration dépendante de 
la leucine. Une  contribution de mTORC2 et de Rac1 dans la migration cellulaire et les métastases 
tumorales a été mise en évidence et vient donc renforcer l’importance de mTORC2 dans la migration 
cellulaire (Gulhati P et al, 2011). Le mécanisme précis par lequel mTORC2 contrôle la réorganisation 
du réseau de F-Actine est discuté, ceci pourrait faire intervenir l’activation des PKC (Sarbassov  DD 
et al, 2004). Nous  reviendrons plus en détail sur ces points ultérieurement. RICTOR a également été 
montrée comme s’associant aux PKCζ et comme modulant le chimiotactisme dans le cancer du sein, 
cependant cette fonction est propre à RICTOR et indépendante de mTORC2 (Zhang F et al, 2010). 
5.3.2 La synthèse protéique  
 Le complexe mTORC2 participe à l’activation d’AKT, ce point sera détaillé ultérieurement. 
En retour, AKT joue un rôle central dans l’activation de mTORC1, de ce fait, mTORC2 participe à 
la synthèse protéique via mTORC1. Cependant, un rôle direct de mTORC2 peut être suggéré par sa 
capacité à s’associer à la sous unité 60S du ribosome et la formation d’une association stable avec les 
protéines ribosomiques à la sortie du tunnel de traduction (Oh WJ et al, 2010). mTORC2 permet 
d’amplifier la synthèse protéique dans les cellules en permettant la mise en place ou en stabilisant le 
polysome (Zinzalla V et al, 2011) (Schéma 38). Lorsque la formation du  complexe mTORC2 est 
empêchée alors l’association de mTOR avec le ribosome est réduite et la formation des polysomes 
est fortement diminuée (Oh WJ et al, 2010). 
 
 
Schéma 38 : mTORC2 régule la stabilité du polysome (Oh WJ and al, EMBO J 2010) 
 
 
5.3.3 L’autophagie  
Etant donné que mTORC2 est impliqué dans l’activation de mTORC1, le complexe mTORC2 
devrait jouer un rôle indirect dans l’inhibition de l’autophagie mais la question de la contribution 
directe du complexe reste soulevée. Une étude a montré que la Rapamycine ou la Torin 1, inhibiteur 
de mTORC1 et mTORC2, induisait le même degré d’autophagie (translocation de LC3 vers 
l’autophagosome) dans les lignées Rictor-/-, où le complexe mTORC2 est absent, que les lignées 
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contrôles. Ceci suggère fortement que c’est mTORC1 qui joue un rôle direct dans l’autophagie et non 
mTORC2 (Thoreen CC et al, 2009).  
5.3.4 Le métabolisme  
 Il s’agit d’un domaine peu exploré. La majorité des études a été réalisée dans Caenorhabditis 
elegans. Chez les mammifères dans des fibroblastes n’exprimant pas RICTOR, l’activité métabolique 
a été en grande partie diminuée alors qu’à l’inverse dans des lignées Jurkat un KO de Rictor augmente 
la respiration mitochondriale. 
 
5.4 Localisation et expression 
5.4.1 Localisation dans l’organisme 
La protéine mTOR est ubiquitaire et elle participe à des fonctions clés de la survie des 
cellules : Synthèse protéique, prolifération, croissance. Cependant, c’est dans les cellules qui font le 
plus appel à ces fonctions biologiques que mTOR est la plus exprimée. Ainsi l’expression du gène de 
mTOR est fortement augmentée dans les testicules, le tube séminifère, le foie, le cœur, et dans de 
nombreuses cellules du cerveau qui sécrètent de grandes quantités d’hormones. Au niveau des 
différents types cellulaires mTOR est fortement exprimée dans les progéniteurs hématopoïétiques  de 
la moelle osseuse qui sont amenés à se multiplier activement ainsi que dans les lymphocytes NK. 
L’expression des gènes RAPTOR et RICTOR constituant essentiels de mTORC1 et mTORC2 
respectivement est remarquablement constante entre tous les organes  et les différents types 
cellulaires. 
5.4.2 Localisation subcellulaire de mTORC1 
a) La surface du lysosome  
  mTOR est directement activée par Rheb lié au GTP à la surface du lysosome. Cela requiert 
tout d’abord la translocation de mTOR selon un processus stimulé par les nutriments et les protéines 
Rags mais également l’activation de Rheb par ses protéines GAP (TSC1 et TSC2) qui se trouvent eux 
aussi au niveau de la membrane du lysosome. Ce mécanisme sera décrit en détail ultérieurement. 
Cependant, l’imagerie subcellulaire ainsi que les informations sur les fonctions de mTOR dans la 
transcription et la traduction suggère d’autres localisations possibles de la kinase.   
b) Dans le noyau  
 Des composants de mTORC1 incluant mTOR, Raptor et S6K ont été détectés dans le noyau où ils 
participeraient à la régulation de la transcription ;  cependant, ces composants ne semblent pas former 
un complexe mTORC1 actif (Rosner M, Hum Mol Genet 2008). 
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c) Au niveau de la membrane plasmique  
 De récentes données suggèrent que le domaine WD40 de Raptor serait capable de se lier au lipide 
PI(3,5)P2 et ainsi  entrainer la relocalisation de mTORC1 au niveau de la membrane plasmique. 
Cependant, ce phospholipide est rare et sa  localisation varie en fonction du type cellulaire. 
d) Dans le cytoplasme 
 En absence d’acide aminé, mTOR est localisée de manière diffuse dans le cytoplasme. Cependant, 
même étant active, elle pourrait avoir une fonction dans le cytoplasme. En effet, mTORC1 est 
associée avec le facteur d’initiation de la traduction eIF3 et phosphoryle 4EBP1, des événements se 
déroulant dans le cytoplasme. 
5.4.3 Localisation subcellulaire de mTORC2 
a) A l’interface entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie  
 mTORC2 interagit avec les protéines Hsp70 et Grp58 présentent dans le réticulum endoplasmique. 
Le complexe mTORC2 a également été retrouvé associé à la mitochondrie dans une région associée 
au réticulum endoplasmique nommée MAM (Mitochondria-Associated ER Membrane) et qui facilite 
le transfert de lipides et de calcium entre les deux organelles. 
b) Au niveau de la membrane plasmique  
 Le complexe mTORC2 et son substrat AKT ont été isolés au niveau des radeaux lipidiques (lipid 
raft) qui sont traditionnellement associés à la membrane plasmique, de plus mSIN1 possède un 
domaine Plextrin Homology qui suggère là aussi une association aux niveaux des membranes. 
Néanmoins, des radeaux lipidiques peuvent aussi se retrouver au niveau du réticulum endoplasmique 
(au niveau des MAM précédemment évoqués). Or l’évaluation de la localisation de Rictor par 
immunofluorescence ou fractionnement subcellulaire suggère que seule une fraction minoritaire de 
mTORC2 serait associée à la membrane plasmique. 
c) Dans le noyau  
 La présence du complexe a été rapportée dans le noyau (Rosner M, Hum Mol Genet 2008) cependant 
sa fonction y reste inconnue. 
 
5.5 L’activation du complexe mTORC1 
5.5.1 La contribution de Rheb-GTP 
mTORC1 agit comme un senseur et son activité est connectée à l’environnement cellulaire. 
Les acides aminés à l’intérieur de la cellule, en particulier la leucine, sont des éléments indispensables 
pour l’activation de mTORC1 et leur mode d’action passe par la famille des petites GTPases Rag 
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(Schéma 39) (Xu G et al, 2001). L’activation de mTOR requiert également la GTPase RHEB et 
l’hétérodimère TSC1-TSC2. Les Rag GTPases sont des hétérodimères composés de RagA ou RagB 
associée à RagC ou RagD. En absence d’acide aminé, les Rag GTPases se retrouvent dans une 
conformation inactive où RagA/B est associée au GDP et RagC/D au GTP. A l’inverse, la présence 
d’acides aminés permet à l’hétérodimère de se retrouver dans une conformation active avec RagA/B 
associée au GTP et Rag C/D au GDP (Schéma 39). L’hétérodimère se lie ainsi à RAPTOR et entraîne 
la relocalisation de mTORC1 à la surface des endosomes tardifs et du lysosome (Sancak Y et al, 
2008).  
En parallèle, l’hétérodimère TSC1-TSC2 agit comme une GAP (GTPase activating protein) 
et maintient RHEB sous sa forme inactive RHEB-GDP à la surface du lysosome. Lorsque TSC1-
TSC2 est inhibée, la conformation de RHEB-GDP change en RHEB-GTP active et peut directement 
participer à l’activation de mTORC1 à la surface du lysosome (Sancak Y et al, 2008). 
Bai et al., ont examiné la contribution de la protéine FKBP-38 dans l’activation de mTORC1 : 
en étant fixée sur le domaine FRB de mTOR proche du domaine kinase, il empêche mTORC1 de 
phosphoryler ses substrats. Lorsque mTORC1, se retrouve sur la membrane lysosomiale alors RHEB-
GTP, active, a la possibilité de s’associer à FKBP-38 et libère le site catalytique de mTORC1 (Bai X 
et al, 2007).  Sun et al.  pointent quant à eux la contribution importante de l’acide phosphatidique 
dans l’activation de mTORC1 et montrent que RHEB-GTP s’associe à la PLD1 pour promouvoir la 
génération d’acide phosphatidique et activer mTORC1 (Sun Y et al, 2008).  
 
 






5.5.2 L’activation de mTORC1 par l’acide phosphatidique  
De nombreux travaux ont établi que le second messager lipidique, l’acide phosphatidique, est 
un médiateur clé de l’activation de mTORC1 et interagit avec le domaine FRB de mTOR (Fang Y et 
al, 2001). La translocation membranaire des protéines qu’il lie est un mode d’action majeur de l’acide 
phosphatidique. Cependant, il est également capable de réguler l’activité d’enzymes de manière 
allostérique (Stace CL et Ktistakis NT, 2006) et mTORC1 en fait partie. Dans un premier temps 
l’acide phosphatidique empêche l’action inhibitrice de FKBP-38, précédemment décrit, en s’y liant 
et en la décrochant de mTORC1, et par la suite est capable de se lier directement sur le domaine FRB 
de mTOR pour pleinement activer la kinase (Yoon MS et al, 2011). Sur le plan moléculaire,  cette 
association de l’acide phosphatidique avec le domaine FRB implique différents résidus à la surface 
de mTOR. Le groupement phosphate de l’acide phosphatidique, négativement chargé, se lie à 
l’arginine 2109, positivement chargée, de mTOR. Un des deux groupements acyl profite des forces 
de Van Der Waals et occupe une partie du site de liaison de la Rapamycine : la Leucine 2031, la 
Phénylalanine 2039, le Tryptophane 2101 et la Tyrosine 2105 tandis que l’autre groupement acyl 
s’associe à une région voisine : l’Aspartate 2102, la Tyrosine 2105 et l’histidine 2106 (Veverka V et 
al, 2008).  
Deux isoformes de la PLD génèrent l’acide phosphatidique : La PLD1 qui est généralement 
associée au noyau, l’endosome tardif ou encore lysosome (Freyberg Z et al, 2001) et la PLD2 qui est 
généralement associée à la membrane plasmique. Des travaux montrent qu’une déplétion de la PLD1 
par ARN interférent dans les lignées HEK293 n’affecte pas la phosphorylation des substrats S6K et 
4EBP1 au contraire d’une déplétion de PLD2. La PLD2 formeraient alors un complexe avec Raptor 
en se fixant sur le domaine WD40 à l’aide de son motif TOS et permettrait à l’acide phosphatidique 
d’activer très localement mTORC1 (Ha SH et al, 2006). A l’inverse, d’autres travaux dans les mêmes 
lignées avec les mêmes techniques de déplétion montrent la nécessité de la PLD1 (Fang Y et al, 2003 ; 
Yoon MS et al, 2011). Elle serait alors recrutée au niveau du lysosome par Vps34 (Yoon MS et al, 
2011) puis activées par Rheb-GTP pour produire l’acide phosphatidique. Néanmoins, le fait que la 
PLD2 soit insensible à Rheb-GTP et impliquée dans l’activité de mTORC1 permet de considérer une 
activation de mTOR indépendante de Rheb et TSC1-TSC2 et dans d’autres compartiments cellulaires 
que l’endosome tardif. Ceci est à prendre en considération dans les cellules où la PLD2 prédomine 
par rapport à la PLD1, comme c’est le cas dans le neutrophile (Paruch S et al, 2006). 
5.5.3 Sites de phosphorylation de mTOR dans le complexe mTORC1 
Au sein du complexe mTORC1, la kinase mTOR est phosphorylée sur plusieurs résidus, 
certains d’entre eux se situent entre le site catalytique et le domaine FATC (la sérine 2448, la sérine 




Schéma 40 : Localisation des sites phosphorylés de mTOR (Acosta-Jacquez HA, 2009) 
 
L’étude de ces sites de phosphorylation a permis d’avoir un aperçu des voies de signalisation qui 
participent à l’activation de la protéine. La sérine 1261 a récemment été identifiée pour sa contribution 
dans le mode d’action de mTORC1 (Acosta-Jacquez HA, 2009). Sa phosphorylation est insensible à 
la Rapamycine mais permet à mTORC1 de phosphoryler ses substrats S6K1 et 4EBP1 de manière 
dépendante de la présence d’acides aminés et à l’inactivation de l’hétérodimère TSC1/2. Cette 
phosphorylation semble être importante pour la translocation de mTORC1 à la membrane du 
lysosome. 
La Sérine 2448 de mTOR est initialement décrite comme  phosphorylée par la protéine kinase 
AKT en présence d’acides aminés et d’insuline. Mais plus récemment, le substrat de mTOR, S6K qui 
sera abordé ultérieurement, a été décrit comme pouvant être le principal acteur de la phosphorylation 
de la Ser-2448 (Chiang GG et Abraham RT, 2006), cette phosphorylation est donc un marqueur de 
l’activité de mTORC1. Cependant, les expériences de mutation de la Ser-2448 en alanine 
n’empêchent pas les substrats de mTORC1 d’être activés, ce qui suggère que cette phosphorylation 
n’est pas nécessaire à l’activation de mTORC1 mais n’est que la résultante de l’activité de mTOR 
(Sekulic A et al, 2000). 
La sérine 2481 est phosphorylée dans le complexe mTORC2 et également mTORC1. Dans ce 
dernier, il s’agit d’une autophosphorylation de la kinase sensible à la Rapamycine, à la déprivation 
en acides aminés et aux inhibiteurs de la PI3K. Cette autophosphorylation nécessite la dimérisation 
de mTORC1 (Schéma 30) en position –cis où l’un des deux complexes phosphoryle la Ser-2481 de 
l’autre. Ainsi, tout comme pour la Ser 2448, la phosphorylation de la Ser-2481 reflète l’activité du 
complexe sans que sa contribution dans l’activation de mTORC1 ne soit pour l’instant élucidée 
(Soliman GA et al, 2010). Cependant, certains travaux pointent à l’inverse que la Ser-2481 reste 
insensible à un traitement court des cellules par la Rapamycine et à la déstabilisation de l’assemblage 
du complexe mTORC1 (Copp J et al, 2009). 
 La phosphorylation de la thréonine 2446 est régulée de manière opposée, elle est réalisée en cas de 
faible concentration de nutriment et inhibée par l’insuline : L’AMPK est donc un candidat sérieux 
pour cette phosphorylation. Alors que la phosphorylation de la Ser-2448 est associée à l’activation de 
mTOR, la phosphorylation de la Thr-2446 est à l’inverse associée à des conditions d’absence 
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d’activation de mTOR, lorsque les ressources de l’environnement sont faibles (Cheng SW et al, 
2004). 
  
5.6 Les voies d’activation de mTORC1 
5.6.1 Rôle des facteurs de croissance dans l’activation de mTORC1  
L’inhibition de l’hétérodimère TSC1-TSC2 est une étape clé dans l’activation de mTORC1. 
Elle est sensible à différents stimuli : Les cytokines, les nutriments, les facteurs de croissance, 
l’énergie et le stress pour enclencher les processus de synthèse protéique. Ceci fait de mTORC1 un 
intégrateur de ces signaux extracellulaires afin de réguler différentes activités de la cellule. 
 
Schéma 41 : L’activation de mTORC1 intègre des signaux sur l’environnement extracellulaire comme intracellulaire (Adapté 
de Sabatini et al., Nature reviews Molecular Cell Biology, 2010) 
  
La liaison de l’insuline ou de l’insulin-like growth factor à leur récepteur, active la voie 
PI3K avec notamment l’activation d’AKT et de ERK1/2 qui à leur tour phosphorylent TSC1-TSC2 
et entraînent l’inhibition de l’hétérodimère (Inoki K et al, 2002 ; Ma L et al, 2005), et de cette manière 
RHEB n’est plus inhibée et peut activer mTORC1. AKT peut également phosphoryler PRAS40, 
entraînant son détachement du complexe mTORC1 vers la protéine  14-3-3, ce qui lève l’action 




5.6.2 Rôle du stress et l’énergie dans l’activation de mTORC1 
Par l’intermédiaire de l’AMPK, mTORC1 est capable de « sentir » la concentration d’ATP : 
Lorsque le ratio AMP/ATP augmente, en cas de faibles concentrations d’ATP par exemple, l’AMPK 
est  activée et phosphoryle l’hétérodimère TSC1-TSC2 sur la Ser-1345 permettant à GSK3 (voie Wnt) 
de phosphoryler l’hétérodimère sur de nombreux autres sites qui entraine son activation. 
L’hétérodimère étant le répresseur naturel de mTOR, alors ces faibles conditions énergétiques 
entraînent donc l’inhibition  de mTORC1 (Inoki K et al, 2006). L’AMPK  pourrait également 
phosphoryler mTOR sur la Thr-2446 et l’inhiber (Cheng SW et al, 2004). Beaucoup de facteurs de 
stress diminuent le niveau d’ATP et entraînent l’inhibition de mTOR. Par exemple l’hypoxie 
contribue à réduire l’activité de la chaîne respiratoire diminuant donc le niveau d’ATP. Le stress 
hypoxique peut également inhiber mTORC1 de manière indépendante de l’AMPK en induisant 
l’expression de la protéine REDD1 qui promeut l’assemblage de l’hétérodimère TSC1-TSC2 et 
supprime l’activité de mTORC1 (DeYoung MP et al, 2008). Les dommages à l’ADN régulent 
également l’activité de mTORC1 via la protéine p53 qui induit l’augmentation de l’expression de 
l’AMPK. 
5.6.3 Les effecteurs de l’inflammation 
Le complexe mTORC1 est une des cibles majeures de la kinase AKT. Elle-même, est activée 
via l’activation de la  PI3-Kinase qui représente une porte d’entrée pour les signaux provenant des 
récepteurs liés à l’inflammation. Les PI3K sont activées par de nombreux types de récepteurs de 
l’immunité tels que les récepteurs d’antigènes, les récepteurs Fc, les récepteurs d’adhésion, les Toll-
like Receptors (TLR) ou encore les récepteurs couplés aux protéines G (Récepteur du C5a ou fMLP) ; 
un bon nombre d’entre eux jouent un rôle actif durant l’inflammation. Ainsi, ces éléments permettent 
d’envisager que les médiateurs de l’inflammation soient en mesure d’activer mTOR via la PI3K  et 
l’inhibition du complexe TSC1/2. C’est ainsi que divers médiateurs de l’inflammation sont capable 
d’activer mTOR. On peut citer par exemple le TNF (Lee DF et al, 2007), les faibles concentrations 
de FRO [au contraire des fortes qui l’inhibent (Li M et al, 2010)] ou encore le LPS (Weichhart T et 
al, 2008) qui sont en mesure d’induire l’activation de mTORC1. Cette liste n’étant pas exhaustive.  
Nous reviendrons plus en détail sur l’implication de mTOR dans les fonctions du neutrophile et les 
maladies inflammatoires. 
 
5.7 Voies d’activation de mTORC2 et substrats 
Les études du mode d’activation et des fonctions biologiques liées à mTORC2 ont longtemps 
accusé un retard sur celles liées à mTORC1 du fait de l’indisponibilité d’inhibiteurs spécifiques. Tout 
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comme pour mTORC1, l’activation de mTORC2 est également régulée par phosphorylation, au 
niveau de la Serine 2481 qui est insensible à la Rapamycine. C’est donc grâce au développement de 
nouveaux inhibiteurs mais également des stratégies d’extinction génétique des composants du 
complexe qu’il a été possible d’ouvrir la voie à des nouvelles études autour de mTORC2. Le 
décryptage des signaux intracellulaires activant mTORC2 a en grande partie été initié par l’analyse 
de la phosphorylation d’un de ses substrats : la kinase AKT. 
5.7.1 L’activation d’AKT par mTORC2   
Les premières analyses d’activités kinases in vitro ont permis de montrer que mTORC2 était 
capable de phosphoryler deux sérines sur AKT : La sérine 473 et la thréonine 450. La phosphorylation 
de la sérine 473, motif hydrophobe, par mTORC2 est possible en présence de facteurs de croissance 
tel que l’insuline qui active le complexe (Frias MA et al, 2006). A l’inverse, la phosphorylation de la 
Thr-450 par mTORC2 se fait très précocement au cours de la synthèse d’AKT tout en étant insensible 
aux facteurs de croissance. Cette phosphorylation nécessite une association préalable de mTORC2 et 
du ribosome (Oh WJ et al, 2010) ; cependant le facteur responsable de cette association n’a pas encore 
été identifié. Enfin, des travaux suggèrent que les acides aminés et certains nutriments feraient 
également partie de la cascade de signalisation capable d’induire l’activation de mTORC2 et la 
phosphorylation d’AKT (Tato et al, 2011). L’insuline est donc un élément important provoquant 
l’activation de mTORC2 mais d’autres facteurs participant à cette activation sont encore inconnus 
pour l’instant. 
5.7.2 Les PKC 
Au niveau de l’activation des PKC, mTORC2 participe à la phosphorylation des sites 
thréonine 638/641 des PCKα/βII, de la thréonine 560 des PKCζ (Li X et Gao T, 2013) ainsi que des 
sérines 657/660 de toutes les PKC conventionnelles et de certaines nouvelles PKC (nPKC) (Ikenoue 
T et al, 2008). Le complexe mTORC2 contrôle également l’expression des cPKC, cependant le 
mécanisme reste à préciser. En effet, dans les cellules Sin1-/- où l’assemblage de mTORC2 est 
empêché, la phosphorylation des thréonines 638/641 est réduite parallèlement et la diminution de 
l’expression des cPKC est inhibée. Or, on sait que la phosphorylation des thréonines 638/641 se 
déroule habituellement durant la traduction des cPKC. Ainsi, la phosphorylation des PKC contrôlée 
par mTORC2 des thréonines 638/641 pourraient donc être nécessaires pour garantir la conformation 
native des cPKC. Néanmoins, il est également possible que mTORC2 contrôle le niveau d’expression 





5.7.3 L’activation de SGK1 par mTORC2 témoigne de l’implication du stress 
cellulaire dans l’activation du complexe 
Dans les lignées  Sin1-/-, il est également apparu que le complexe mTORC2 était nécessaire 
pour la phosphorylation et l’activité de la kinase SGK1 impliquée dans le transport du 
sodium  (Garcia-Martinez JM et al, 2008). La kinase SGK1 est connue, comme AKT, pour être 
stimulée sous l’action de facteurs de croissance mais également en réponse à un stress osmotique, il 
s’agit donc d’un élément suggérant une contribution des facteurs de stress dans l’activation de 
mTORC2.  
 
5.8 mTOR, entre inflammation et cancer 
5.8.1 Généralités sur mTOR et les pathologies inflammatoires 
Etant un contrôleur des processus de croissance et du métabolisme, mTOR est associée à de 
nombreuses pathologies : les cancers, la neurodégénération, le diabète ou le vieillissement cellulaire. 
La Rapamycine a été développée à l’origine comme un immunosuppresseur, ce qui indique que 
mTOR joue un rôle important dans le système immunitaire. La protéine est essentielle pour la survie, 
la production de cytokines et la migration des neutrophiles (Säemann MD et al, 2009) ou encore des 
mastocytes (Kim MS et al, 2008). Elle est impliquée dans les fonctions du monocyte et des cellules 
dendritiques plasmacytoïdes (Weichhart, Säemann, 2009). Ainsi, dans de nombreuses pathologies 
inflammatoires, l’activation de mTOR est dérégulée. 
L’utilisation de la Rapamycine chez les patients transplantés (rein, foie ou cœur) a été associée 
à une augmentation de la fréquence d’infections bactériennes telles que des pneumopathies (Weiner 
SM et al, 2007). A l’inverse, les voies d’activation de mTOR sont suractivées dans les maladies auto-
immunes comme le lupus érythémateux disséminé (Fernandez D, Discov Med 2010). Une activation 
indésirable de mTOR est également observée lors de la pose de stent ; elle est liée à une réaction 
inflammatoire avec un développement d’affections de resténose causée par une hyperplasie et une 
réaction immunitaire.  De nouvelles générations de stents sont couplées avec de la Rapamycine afin 
de réduire la cause de la resténose (Morice MC, N Engl J Med 2002). 
5.8.2 Relations entre mTOR et cancer 
Les voies de signalisation qui débouchent sur l’activation de mTOR sont fréquemment 
dérégulées durant les tumeurs malignes comme bénignes. En parallèle, plusieurs processus régulés 
par mTOR participent à la croissance incontrôlée des tumeurs  bénignes ou malignes. Ainsi, via S6K 
et 4E-BP1, mTOR contrôle la prolifération cellulaire et la synthèse de lipides via la synthèse de 
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SREBP1. Enfin, mTOR régule négativement l’autophagie par lequel le corps limite la croissance des 
tumeurs. Ces éléments mettent en avant l’importance de mTOR dans la régulation du métabolisme 
et, par conséquent, l’importance du métabolisme dans les cancers. Les voies de signalisation, 
permettant l’activation de mTOR sont fréquemment altérées par des mutations dans de nombreux 
cancers et entrainent la suractivation de la kinase. Cela implique des mutations au niveau de PI3-K, 
PTEN ou encore AKT. Par exemple, dans les hépatocarcinomes et le cancer du sein PI3KCA, c’est 
la sous unité catalytique de PI3-K la plus fréquemment mutée (Steelman LS et al, 2011). La littérature 
ne rapporte que très peu de cas où mTOR est directement mutée durant les cancers. On retrouve une 
mutation de mTOR dans les adénocarcinomes intestinaux et les carcinomes rénaux (Sato T et al, 
2010). 
Devant l’importance de mTOR dans le développement des cancers, de nombreuses thérapies 
basées sur son inhibition ont été testées, mais leur efficacité est restée modeste en comparaison de 
l’importance de la kinase (Thomas GV et al, 2006). En effet, le blocage de l’activité de mTOR 
réduirait la croissance cellulaire mais ne serait pas en mesure d’induire la mort des cellules (Menon 
S, 2008). De plus, un rétrocontrôle mTORC1 induit un rétrocontrôle négatif de mTORC2 : 
L’activation de mTORC2 entraîne l’activation de mTORC1 mais son substrat S6K1 a en retour la 
capacité d’inhiber mTORC2 en phosphorylant Sin1 sur les Thr 86 et 298. En bloquant mTORC1, on 
lèverait donc le rétrocontrôle de l’activité de mTORC2 qu’il réalise, ce qui amplifierait l’activation 
d’AKT fortement impliquée dans la prolifération des cellules tumorales (Liu P et al, 2013). 
5.8.3 mTOR est un pont entre inflammation et cancer 
mTOR est donc à la fois impliquée dans l’inflammation mais également les cancers. Ces deux 
pathologies sont parfois liées puisque l’invasion des tumeurs par les cellules pro-inflammatoires a 
une influence sur le développement de certains cancers. Cette infiltration est bénéfique dans certaines 
tumeurs mais elle peut favoriser la progression de certaines autres tumeurs comme lors du cancer du 
sein (Linnebacher M et al, 2012). En parallèle, de nombreuses maladies inflammatoires chroniques 
peuvent s’aggraver et donner place à des cancers comme c’est le cas dans les cas graves de cirrhose 
hépatique alcoolique qui dégénèrent en hépatocarcinome (Ohhira M et al, 1996).  
La kinase mTOR joue un rôle important durant la transition entre inflammation et cancer. En 
effet, dans un modèle d’infiltration tumorale par les macrophages, Chen et al, ont mis en lumière le 
fait que l’inhibition de mTOR par la Rapamycine diminuait l’angiogénèse et qu’inversement la 
suractivation de mTOR dans les monocytes augmente l’angiogénèse. La déplétion des monocytes a 
été suffisante pour bloquer l’effet pro-angiogénique de mTORC1 sur les tumeurs. (Chen W. et al, 
2012).  Le TNFα joue un rôle central dans cette transition entre inflammation et cancer. Il s’agit d’une 
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des principales cytokines impliquées dans l’inflammation et produite notamment par les cellules 
impliquées dans l’inflammation (Macrophages, lymphocytes, cellules NK, neutrophiles, 
mastocytes… ), Lee DF et al., ont montré que suite à l’exposition des lignées cellulaires tumorales 
MCF-7 et MDA-MB-453 au TNFα, la protéine IKKβ a la capacité de se fixer sur TSC1 et réprimer 
son activité via deux phosphorylations au niveau des Ser-487 et 511, ce qui induit l’activation de 
mTORC1 (Lee DF et al, 2007). Il existe une association clinique entre l’inhibition de TSC1, l’activité 
accrue de mTORC1, de IKKβ et le taux de survie de patientes atteintes d’un cancer du sein. Le modèle 
proposé (Schéma 42) suggère ainsi que suite à l’infiltration d’une lignée tumorale par des cellules 
myéloïdes, le  TNFα  produit induit la suractivation de mTORC1. La tumeur alors bénigne devient 
maligne en raison d’un accroissement de la croissance tumorale via  une activité pro-angiogénique 
médiée par S6K1 et 4EBP1 (Lee DF et al, 2007). Les travaux de Chen et al, montrent que STAT3, 
activé par mTORC1 comme précédemment vu, joue un rôle central dans cette angiogénèse : Son 
inhibition bloque l’angiogénèse induite par les macrophages (Chen W. et al, 2012).  
 
 
Schéma 42 : mTORC1 est au carrefour entre maladies inflammatoires et cancers (Lee DF. et al, Cell 2007) 
 
La protéine mTOR est donc impliquée à la fois dans la réponse immunitaire mais aussi dans 
la transition entre inflammation et cancer. L’usage de médicaments pour  inhiber mTOR est alors à 
double tranchant : Diminution de la prolifération cellulaire dans les cancers mais altération des 
fonctions des cellules immunitaires. Il est donc très important d’étudier et de comprendre tous les 




5.9 mTOR dans les neutrophiles  
L’arrivée de cellules pro-inflammatoires au site  infectieux est une étape importante pour 
l’élimination des agents pathogènes. Plusieurs études ont montré la capacité de la Rapamycine à 
interférer avec la réponse immunitaire anti-bactérienne. Elle diminue la résistance des souris Balb/c 
à Pseudomonas aeruginosa (Foldenauer ME et al, 2013), augmente la sévérité d’un choc septique lié 
à l’activation excessive des TLRs ou encore diminue la survie des souris exposées au LPS (Schmitz 
CJ et al, 2008).  
5.9.1 La synthèse protéique : Modulation de la réponse inflammatoire 
Les neutrophiles matures ont initialement été décrits pour avoir une faible capacité  
transcriptionnelle, mais de nouvelles fonctions leurs sont constamment découvertes notamment la 
capacité à synthétiser des protéines spécifiques après une stimulation appropriée. Ces phénomènes de 
synthèse rapide de protéines se font en réponse à une stimulation des neutrophiles notamment dans 
un contexte d’inflammation (Scapini P et al, 2000). L’activation de la transcription dans les 
neutrophiles implique le NF-κB qui transloque depuis le cytoplasme vers le noyau après stimulation 
des neutrophiles. Le NF-κB lie de nombreux promoteurs et régule la transcription de gènes 
spécifiques dans un contexte inflammatoire (McDonald PP et al 1997). Ainsi, Lorne et al, montrent 
que la production d’anion superoxyde via l’interaction directe de la xanthine oxydase avec le TLR4 
induit une augmentation de l’activation du NF-κB. Il en résulte une augmentation de la production de 
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α ou MIP-2 (Lorne E et al, 2008). La Rapamycine 
est en outre en mesure de bloquer la synthèse d’IL6 et de TNF par les neutrophiles stimulés par le 
LPS, agoniste du TLR4 (Lorne E. et al, 2009). Schmitz et al (Schmitz CJ et al, 2008) décrivent un 
nouveau mécanisme où mTOR est physiquement associé à l’adaptateur MyD88 en aval de nombreux 
TLR et entraîne l’activation des facteurs de transcription IRF-5 et IRF-7. Ces facteurs contrôlent 
respectivement l’activation des gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires et l’IFN-α.  
Le neutrophile a également la capacité de stocker des ARNm précédemment transcrits afin 
d’initier une traduction rapide après leur activation lors d’une inflammation. On peut citer l’exemple 
de la traduction de l’IL6R du neutrophile, qui est induite par PAF de manière sensible à la 
Rapamycine mais pas aux inhibiteurs de la transcription (Lindemann SW et al, 2004).  Yost CC et al 
ont également pu mettre en évidence que le neutrophile était capable d’induire une traduction rapide 
de l’ARNm du récepteur de l’acide rétinoïque suite à la stimulation des cellules par PAF. Cette 
traduction est contrôlée par la protéine mTOR comme le démontrent leurs expériences basées sur la 
Rapamycine et l’inhibiteur de la traduction cycloheximide (Yost CC et al, 2004). Ce récepteur de 
l’acide rétinoïque est en outre capable de moduler le niveau de transcription en se liant à des régions 
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promotrices de gènes et portant la séquence RARE (Retinoic acid response elements). Le gène codant 
pour l’IL8 est une de ses cibles (Yost CC et al, 2004). 
5.9.2 mTOR et NADPH oxydase 
Plusieurs éléments attestent que les FRO peuvent agir comme des seconds messagers dans la 
signalisation intracellulaire en fonction de la concentration, du temps auquel la cellule y est exposée 
et le type cellulaire considéré. Les réponses à cette exposition sont variées pouvant aller d’un impact 
sur la prolifération ou croissance cellulaire jusqu’à la nécrose. Plusieurs travaux ont déjà mis en 
évidence le fait que ces FRO seraient capables de moduler l’état d’activation de mTORC1 sans pour 
autant clairement définir s’ils entrainent l’activation ou l’inhibition du complexe.  
Li M. et al, ont pu suggérer, dans les lignées MEF, qu’une exposition brève à de  faibles 
concentrations de H2O2 était capable d’induire l’activation de mTORC1 via l’activation de la PI-3K, 
AKT, PLD1 et de manière indépendante de TSC2. Ils ont ensuite montré qu’un traitement à de fortes 
concentrations inhibe l’activité de mTORC1 via l’activation de la phosphatase 2A et l’AMPK (Li M 
et al, 2010). Ces résultats peuvent ainsi suggérer que les FRO produits par la NOX2 des neutrophiles 
pourraient moduler l’activation de mTOR des cellules avoisinantes PN inclus : Au site 
d’inflammation, les fortes concentrations de FRO produites par les PN pourraient inhiber mTORC1 
des cellules exposées non tuées tandis qu’à distance du site d’inflammation la diminution de la 
concentration des FRO du fait de leur diffusion activerait à l’inverse la protéine mTOR des cellules 
exposées à distance. Ainsi, des travaux ont pu mettre en évidence que l’effet de la Rapamycine était 
diminué en présence de FRO (Neklesa TK, PNAS 2008). Bien que peu d’études n’ont permis 
d’identifier un lien direct entre les FRO produites par la NOX2 du neutrophile et mTOR, les travaux 
de Cavaliere F, et al réalisés dans les oligodendrocytes proposent un modèle où les FRO produites 
par la NOX2 exprimée par ces cellules neuronales entraîneraient l’activation de mTORC1 via 
l’activation de l’axe PI-3K/AKT et ERK1/2 (Cavaliere F et al, 2013). Les travaux de Nayak BK, 
proposent quant à eux le fait que les FRO produits par les NADPH oxydases dépendantes de p22phox 
(NOX1, 2, 3, 4) permettent de stabiliser le complexe mTORC2. Ceci a pour conséquence de 
promouvoir les fonctions associées à mTORC2 comme l’activation de mTORC1 et donc d’induire la 
traduction de nombreux gènes tels que HIF1α (Nayak BK et al, 2013). 
La kinase mTOR est en outre impliquée dans la phosphorylation de nombreux effecteurs et 
contrôle la synthèse de nombreuses protéines. Bien qu’aucun élément ne suggère jusque-là que la 
kinase pourrait participer à l’activation de NOX2 du neutrophile, des travaux ont mis en évidence un 
rôle important de la kinase dans d’autres isoformes tels que NOX4 au niveau des podocytes : 
L’activation de mTORC1 entraîne l’augmentation l’expression des NOX4 et la production de FRO 
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(Eid AA et al, 2013). On serait donc en présence d’une boucle d’amplification où mTORC1 serait 
capable d’augmenter la production de FRO des NADPH oxydases et pourrait être activé par les FRO 
de ces mêmes NADPH oxydases.  
5.9.3 Chimiotactisme 
Le chimiotactisme du neutrophile est une fonction détaillée dans le chapitre 1. Cependant, 
l’implication de mTORC1 et mTORC2 dans cette fonction essentielle des neutrophiles dépend du 
stimulant. En effet, Gomez-Cambronero et al, ont pu montrer que de faibles concentrations de 
Rapamycine de l’ordre du nanomolaire sont capables d’inhiber ce chimiotactisme des neutrophiles 
induit par le GM-CSF et l’IL8 en inhibant le remodelage du réseau d’actine induit par le GM-CSF. 
Le FK506, qui neutralise l’effet de la Rapamycine en rentrant en compétition avec FKBP12, 
neutralise l’effet inhibant de la Rapamycine sur le chimiotactisme du PN induit par le GM-CSF 
(Gomez-Cambronero J, 2003). A l’inverse,  Liu et al, montrent que mTORC1 ne régulerait pas le 
chimiotactisme des PN induit par le fMLP. L’implication de mTORC2 a pu être identifié sur la base 
de la déplétion de RICTOR dans les lignées PLB-985 (Liu L et a, 2010). Le complexe mTORC2 s’est 
également montré capable de réguler la myosine via l’activation de l’adenylyl cyclase 9 et l’AMPc 
consécutive à l’activation des cPKC (Liu L et a, 2010). 
5.9.4 La phagocytose 
La phagocytose est un processus par lequel les cellules immunitaires, principalement 
neutrophiles et macrophages, englobent des particules solides pour former le phagosome afin de 
procéder à leur élimination. Malgré le fait la phagocytose requiert la polymérisation de l’actine qui 
elle-même fait participer mTOR, aucun élément dans la littérature n’atteste jusque-là  d’une relation 
entre mTOR et les étapes précoces de la phagocytose. Néanmoins, concernant l’étape finale de la 
phagocytose qui consiste à la fission du phagosome et la libération de son contenu digéré, Krajcovic 
et al, un ralentissement de cette étape suite à l’inhibition pharmacologique de l’activité de mTOR 
ainsi que sa déplétion par siRNA ou shRNA (Krajcovic M et al, 2013).   
5.9.5 L’autophagie dans les neutrophiles 
L’autophagie a été récemment décrite comme un nouveau mécanisme antimicrobien du 
neutrophile (Jones SA et al, 2013). Les pathogènes y sont dégradés par la machinerie lysosomiale. 
L’inhibition de mTOR par la Rapamycine permet d’induire l’autophagie. 
Les neutrophiles infectés contiennent de multiples corps vésiculaires qui sont formés par les 
voies de l’autophagie et sont capables de fusionner avec les phagosomes contenant les pathogènes 
(Griffiths G et Mayorga L, 2007). L’autophagie est un processus sensible aux bactéries ou aux 
toxines. En effet, le LPS est capable d’induire l’autophagie dans les macrophages et d’augmenter la 
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localisation des mycobacterium dans l’autophagosome via l’activation du TLR4 (Xu Y et al, 2007). 
Les pathogènes phagocytés sont parfois capables de sortir du phagosome et de se retrouver dans le 
cytoplasme. Ils peuvent alors être ubiquitinés et reconnus par la machinerie dite « xenogaphy » c’est 
à dire une autophagie des pathogènes intracellulaires au travers du recrutement de la p62 (aussi 
nommée SQSTM1) et de LC3  (Nakagawa I et al, 2009). 
De récentes études ont révélé que l’activité autophagique était nécessaire pour le piégeage 
extracellulaire des pathogènes (NET). En effet, Remijsen et al, ont montré que l’inhibition de 
l’autophagie empêchait la formation des NET par les PN et les entrainait vers les voies d’apoptose 
(Remijsen Q et al, 2011). En accord avec cela, Asako I et McCarty OJT décrivent que l’inhibition de 
mTOR par la Rapamycine contribue à la génération de la NETose induite par fMLP dans le PN via 
l’activation de l’autophagie (Itakura A. et McCarty OJ, 2013). Cependant, peu d’éléments sont connus 
quant au mécanisme par lequel l’autophagie participe aux NETs. Néanmoins, les travaux Alison MM. 
et collaborateurs contredisent cela et  montrent que l’inhibition de mTOR par la Rapamycine ainsi 
que la Torin 1 réduit la formation de NET des neutrophiles. Ils suggèrent alors que mTOR a la 
capacité d’activer les NET de manière indépendante de l’autophagie mais plutôt via l’augmentation 
de l’expression de HIF-1 (Alison MM. et al, 2012).  
5.9.6 La dégranulation 
Bien que le fait que mTOR soit impliqué dans le remodelage du réseau d’actine, actuellement, 
il n’y a pas de preuve d’une implication de mTOR dans les processus de dégranulation du neutrophile. 
D’autres cellules telles que les mastocytes sont également capables de dégranuler  leur contenu selon 
des mécanismes similaires à ceux présents dans les neutrophiles. Cependant Kim et al, ont pu montrer 
que l’utilisation de la Rapamycine n’affecte pas la dégranulation des mastocytes induite par la 
stimulation du récepteur FCRI (Kim MS, J Immunol 2008). 
 
5.10 mTOR : Une cible thérapeutique 
Les deux complexes mTORC1 et mTORC2 régulent de très larges fonctions cellulaires. De 
ce fait, l’inhibition de mTOR permet de cibler des fonctions cellulaires dérégulées dans de 




Schéma 43 : Les stratégies d’inhibition des fonctions cellulaires associées à mTOR (schéma adapté de Zytseva YY., et al, 




5.10.1 La Rapamycine 
La Rapamycine, également nommée Sirolimus, est une molécule isolée en 1975 d’une bactérie 
filamenteuse Streptomyces hygroscopicus présente dans le sol de l’île de Pâques et connue sous le 
nom de Rapa nui d’où son nom. Initialement considérée comme antibiotique, elle a ensuite été utilisée 
pour ses propriétés immunosuppressives, anti-inflammatoires et anti prolifératrices. En clinique, la 
molécule est utilisée pour prévenir le rejet de greffe, en particulier du rein, en inhibant l’activation 
des lymphocytes B et T normalement médiée par l’interleukine 2. Plus récemment, ses propriétés 
anti-prolifératives ont été utilisées et combinées à des agents de revêtement des stents afin d’éviter la 
resténose, c’est-à-dire le rétrécissement de la lumière de l’artière par prolifération des cellules 
musculaires lisses autour d’un stent.  
Le mode d’action de la Rapamycine implique préférentiellement l’inhibition de mTORC1 en 
empêchant l’accès des substrats au site catalytique de mTOR selon deux modes d’action. Dans un 
premier temps dans des modèles de cristallisation de mTOR-mLST8, la Rapamycine s’associe à 
FKPB12 et tous deux s’associent au domaine FRB réduisant ainsi l’ouverture de la poche catalytique 
de mTOR à 8 Å (Schéma 44) (Yang H et al, 2013). Ce rétrécissement réduit donc l’accessibilité du 
site catalytique pour les gros substrats de mTOR telle que S6K1.  
Yip CK. et al, montrent également que la dimérisation de mTORC1, nécessaire à son activité, 
est perturbée par un traitement prolongé. La Rapamycine induit un changement conformationnel de 
mTOR qui altère sa liaison avec RAPTOR et déstabilise le complexe mTORC1 : La phosphorylation 




Schéma 44 : Le site kinase de mTOR obstrué par Rapamycine-FKBP12 (Yang H. and al, Nature 2013) 
 
  Le complexe mTORC2 est normalement insensible aux traitements aigües des cellules 
par la Rapamycine puisque RICTOR utilise le domaine FRB pour se fixer à mTOR et empêche alors 
la Rapamycine d’y avoir accès. Cependant, lorsque la Rapamycine inhibe mTORC1 ou mTOR libre, 
elle se fixe sur le domaine FRB, séquestre la protéine et empêche donc à terme la protéine mTOR 
néoformée de s’insérer dans le complexe mTORC2 (Sarbassov DD et al, 2006). Ainsi, sur des lignées 
HEK-293T et Hela traitées durant 24h par la Rapamycine, l’interaction entre mTOR et mSIN1 est 
empêchée (Frias MA et al, 2006) et la phosphorylation de la S2481 de mTOR est diminuée (Copp J 
et al, 2009). Ainsi, des concentrations de Rapamycine comprises de 10 à 100 nM durant 2H sont 
capables de bloquer mTORC1 (Laplante et al, 2012) tandis qu’il est nécessaire d’augmenter cette 
concentration à 1 µM durant 24H afin d’avoir le même effet pour mTORC2 (Sarbassov DD et al, 
2006).  
La Rapamycine a donc souvent été utilisée comme inhibiteur de mTORC1, cependant 
certaines fonctions associées au complexe ne sont pas totalement bloquées par la Rapamycine. Dans 
les cellules fibroblastiques embryonnaires de souris (MEF), la Rapamycine inhibe plus faiblement les 
phosphorylations de 4E-BP1 que la Torin1 (Thoreen CC et al, 2009). De même, l’induction de 
l’autophagie par l’inhibition de mTORC1 grâce à la Rapamycine est très faible, or l’usage de la 
Torin2, autre inhibiteur de mTOR, active plus puissamment cette autophagie. De la même manière, 
ces résistances sont en partie causées par l’acide phosphatidique généré par la phospholipase D (PLD) 




5.10.2 Les autres inhibiteurs de 1ère génération : Les rapalogues  
Alors que la Rapamycine est utilisée généralement dans la prévention des rejets de greffes et 
pour lutter contre la resténose, ce sont les nombreuses découvertes concernant l’implication de mTOR 
dans les cancers qui ont motivé la volonté de synthétiser ces inhibiteurs spécifiques de mTOR. Les 
rapalogues sont des analogues semi synthétiques de la Rapamycine qui adoptent la même structure 
globales avec des ajouts moléculaires au niveau du carbone 43 afin d’améliorer leurs propriétés 
pharmacocinétiques (Schéma 45). 
 
Schéma 45 : Les différents rapalogues (Illustration  adaptée de Benjamin et al., Nature Reviews Drug discovery 2011) 
 
a) Everolimus (nommé RAD001) 
Il s’agit d’un dérivé éthyl éther développé pour des administrations orales. Il est utilisé dans le 
cadre de la prévention du rejet d’allogreffes mais également lors de la lutte contre les cancers avancés 
du rein (2009), des tumeurs associées à la sclérose tubéreuse de Bourneville et des tumeurs 
neuroendocriniennes. Une étude a pu montrer que l’utilisation d’Everolimus sur des patients atteints 
de polyarthrite rhumatoïde réduit la différenciation et l’activité des ostéoclastes, augmente leur 
apoptose et améliore modestement l’état des patients (Bruyn GAW et al, 2008).  
b) Temsirolimus  
Egalement nommé CCI779 dérive de la Rapamycine par l’ajout d’un groupement ester. Il est 
hydrophile ce qui lui permet d’être d’administré par voie orale ou intraveineuse. Ce médicament est 
utilisé dans la lutte contre le cancer du rein (2007) et les lymphomes du manteau. 
c) Deforolimus  
Deforolimus comporte a également une modification sur le carbone 43 par l’ajout d’un 
groupement phosphate afin d’améliorer sa solubilité dans l’eau et donc son administration par voie 
orale. En 2011 cette molécule a passé avec succès les tests de phase III sur des patients atteints de 
sarcomes mais n’est pas encore sur le marché.  
112 
 
d) Zotarolimus et umirolimus  
Il s’agit également des rapalogues mais utilisés uniquement dans la prévention de la resténose.  
5.10.3 Les inhibiteurs compétiteurs de l’ATP 
Les inhibiteurs de seconde génération de mTOR sont des compétiteurs de l’ATP de  mTOR. 
De ce fait ils, inhibent efficacement à la fois mTORC1 et mTORC2 contrairement aux rapalogues et 
ont donc un pouvoir inhibant de mTORC1 accru par rapport aux rapalogues. Leur potentiel 
anticancéreux étant augmenté, plusieurs de ces inhibiteurs sont entrés en phase de tests cliniques :  
 
Tableau 8 : Les inhibiteurs de mTOR de seconde génération (Adapté à partir de Lisi L et al, Biomed Res Int 2015) 
 
Afin de renforcer leurs effets, ces inhibiteurs compétiteurs de l’ATP ciblent également 
d’autres points des voies de signalisation  en amont de mTOR. C’est le cas par exemple pour les 
inhibiteurs mTOR/PI3K. La PI3K est centrale pour de nombreuses fonctions biologiques, dans le 
neutrophile par exemple, elle participe à la transduction du signal issu du récepteur fPR en vue 
d’activer la NADPH oxydase. Ceci suggère donc que cette famille d’inhibiteur pourrait ne pas être 
restreint uniquement au domaine des tumeurs mais également s’élargir aux fonctions biologiques 
faisant appel à l’axe PI3K/AKT et dérégulées, notamment la production incontrôlée de formes 




Tableau 9 : Les inhibiteurs PI3K/mTOR (Adapté à partir de Lisi L et al, Biomed Res Int 2015) 
 
Plusieurs tests cliniques sont en cours et les plus avancés (Phase II) concernent tous des traitements 
pour des tumeurs solides. On retrouve le NVP-BEZ235 de Novartis, le XL765 de Sanofi-Aventis, le 
BGT226 de Novartis et le PF-04691502 de Pfizer. Cependant, le fait que l’axe PI3K/AKT concerne 
de larges fonctions biologiques, peut soulever des questions quant à la toxicité de tels traitements. 
5.10.4 Bénéfices des inhibiteurs de mTOR dans les pathologies : Actualité et 
perspectives 
Les voies de signalisation en amont ou aval de mTOR sont dérégulées dans de nombreuses 
maladies, incluant le cancer, l’obésité, le diabète de type 2 et la neurodégénération. L’inhibition de 
mTOR a donc été une stratégie rapidement employée dans un cadre thérapeutique. 
C’est en 2007 que la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé le rapalogue 
Temsirolimus comme traitement des carcinomes rénaux avancés, faisant ainsi du Temsirolimus le 
premier inhibiteur de mTOR approuvé dans le traitement des cancers. Ainsi plus largement les 
premiers inhibiteurs de mTORC1 ont fréquemment été dédiés à la lutte contre les cancers. Everolimus 
a été approuvé pour le traitement d’une maladie génétique rare affectant le complexe TSC1/2 et dans 
laquelle les patients développent des tumeurs dans de nombreux organes. Cependant, les rapalogues 
n’ont qu’une efficacité modeste au niveau des tumeurs qu’elles étaient censées combattre 
efficacement (Thomas GV et al, 2006). Ainsi, les inhibiteurs de seconde génération, en particulier 
ceux ciblant à la fois mTOR et la PI3K, sont rentrés en essais cliniques et ont montré une efficacité 
prometteuse dans de nombreux types de cancers (Revue de Vilar E et al, 2011). L’utilisation de la 
Rapamycine comme traitement de l’obésité et de l’hyperactivation du métabolisme associé a été 
envisagée puisque chez les patients traités de manière chronique par la Rapamycine, des réductions 
d’activités métaboliques ont été observées (Stallone G et al, 2009). Dans ce contexte, la Metformin, 
un médicament antidiabétique, améliore l’activité métabolique des patients en inhibant partiellement 
l’activité de mTORC1.  
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La kinase mTOR est également impliquée dans la régulation du développement 
cardiovasculaire de l’embryon (Zhu Y et al, 2013). L’inhibition de mTOR bloque la migration et la 
prolifération des cellules des muscles lisses. Cette prolifération est l’un des principaux effets 
secondaires lors du traitement des maladies coronariennes par la pose d’un stent. En effet, la 
prolifération des cellules à l’intérieur du stent occasionne fréquemment l’occlusion du vaisseau 
sanguin (la resténose). L’association des Rapalogues avec les agents de revêtement des stents permet 
de limiter cette prolifération cellulaire et s’avère efficace afin de prévenir les resténose lors de la pose 
des stents (Marx SO et al, 1995). La mortalité due aux maladies cardiovasculaires est 2 à 4 fois plus 
élevée chez les patients diabétiques par rapport aux non diabétiques (Roger VL et al, 2012), ainsi les 
Rapalogues offrent des possibilités de traitement durant les complications liées au diabète. Enfin, 
concernant les maladies neurodégénératives comme Parkinson, Alzheimer ou Huntington, des 
facteurs génétiques et liés à l’âge prédisposent à la survenue des ces maladies. Beaucoup d’éléments 
suggèrent que les voies de dégradation intracellulaire des protéines via l’autophagie et le protéasome 
seraient dérégulées (Rubinsztein DC, 2006). Parce que les voies de signalisation contrôlées par 
mTOR sont les plus importants régulateurs de l’autophagie, leur implication dans les maladies 
dégénératives a depuis longtemps fait l’objet d’investigations. Dans ce contexte, l’émergence de 
nouvelles générations d’inhibiteurs de mTOR pourrait donc permettre de clarifier le rôle de la kinase 





6 - Neutrophiles, cirrhose hépatique alcoolique 
et maladies infectieuses 
 
6.1 Introduction 
Les neutrophiles constituent la plus grande famille de leucocytes circulants et sont les 
premières cellules à migrer du sang vers les foyers inflammatoires. Cependant, lorsque les processus 
inflammatoires sont dérégulés, une activation excessive ou inappropriée des neutrophiles peut se 
produire, et les neutrophiles vont continuer à libérer leur contenu toxique et produire des FRO en 
grande quantité ou dans un endroit non approprié. Cela va contribuer aux dommages tissulaires et à 
l’entretien de l’inflammation comme c’est de cas dans l’arthrite rhumatoïde. 
Dans d’autres pathologies  comme la cirrhose hépatique, qui fait l’objet d’une partie de notre 
étude expérimentale, la perception du  PN  comme un élément d’agression systématique du foie 
commence à être remis en cause dans certains travaux récents. Compte tenu du rôle central des 
neutrophiles dans l’inflammation et les pathologies infectieuses, nous consacrerons ce chapitre sur 
les pathologies ayant le plus d’importance au regard de notre étude : la cirrhose hépatique alcoolique 
et le sepsis. Nous examinerons également l’implication du neutrophile dans certaines maladies 
pulmonaires dont certaines atteintes fibrotiques partagent des caractéristiques avec la fibrose 
hépatique, où les fonctions des neutrophiles sont bien caractérisées et où des approches thérapeutiques 
innovantes ont été élaborées et pourraient être utilisées dans d’autres pathologies inflammatoires. 
 
6.2 Généralités sur le foie 
6.2.1 Le foie sain 
Le foie est un organe vital assurant une large variété de fonctions essentielles pour 
l’organisme : Détoxification de métabolites, synthèse d’hormones, de protéines, enzymes nécessaires 
pour la digestion. Le Schéma 46 illustre la composition cellulaire d’une sinusoïde hépatique. La 
grande majorité du foie est composée d’hépatocytes (70-85% de la masse du foie), il s’agit de cellules 
parenchymateuses impliquées dans les principales fonctions de l’organe précédemment citées. Le 
reste des cellules est constitué majoritairement de cellules non parenchymateuses se trouvant au sein 
des capillaires sanguins : les cellules endothéliales sinusoïdales qui tapissent les capillaires sanguins 
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et les cellules de Kupffer qui sont les macrophages résidant dans le foie. Les cellules étoilées du foie 
ne se trouvent pas dans le capillaire sanguin mais dans l’espace de Disse séparant l’endothélium des 
hépatocytes. Dans le foie sain la fonction de ces cellules  n’est pas clairement établie. Cependant, ces 
cellules jouent un rôle central dans les processus de fibrose hépatique. Elles deviennent actives 
lorsque le foie est endommagé et présentent une intense activité proliférative, un chimiotactisme et 
ont la capacité de sécréter le collagène qui peut contribuer au développement de la cirrhose (Li JT et 
al, 2008).   
 
Schéma 46 : Architecture d’une sinusoïde hépatique (Adapté de Frevert et al, 2005) 
 
Le foie est stratégiquement placé entre les intestins et le reste de la circulation sanguine. Il est 
connecté à la circulation sanguine via deux larges vaisseaux sanguins : l’artère hépatique qui apporte 
le sang riche en oxygène et la veine porte qui est directement connectée à l’appareil digestif et riche 
en nutriment. Cette place dans l’organisme fait qu’il est continuellement exposé aux produits 
bactériens, toxines et antigènes dérivés des aliments. Ainsi, les neutrophiles jouent un rôle important 
dans le système de défense du foie. Au niveau du foie, les vaisseaux sanguins se subdivisent en petits 
capillaires connus sous le nom de sinus hépatiques et qui ont la capacité de recueillir à la fois le sang 
de l’artère et de la veine porte. Le Schéma 46 représente la structure des sinus hépatiques. 
Le foie est un organe doué d’une capacité de régénération suite à un endommagement. Il s’agit 
d’un processus finement régulé où l’hormone de croissance HGF (Hepatocyte growth factor) joue un 
rôle central en déclenchant la prolifération des hépatocytes qui seront les principaux acteurs de la 
régénération complète du foie (Michalopoulos G et al, 1984). D’autres cytokines sont impliquées 
dans ce phénomène : Les TNFα et l’IL-6 sécrétés par les cellules de Kupffer jouent respectivement 
un rôle dans la prolifération des hépatocytes et la synthèse protéique (Revue Michalopoulos GK et 
DeFrances MC, 1997). Ainsi, à partir d’une ablation des 2/3 du foie, l’organe a la capacité de 
retrouver sa masse initiale en deux semaines (Michalopoulos GK et DeFrances MC, 1997).   
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6.2.2 La fibrose hépatique 
Lorsque des lésions du foie affectent la matrice extracellulaire ou les tissus conjonctifs 
principalement composés de collagène, alors l’organe perd ses capacités uniques de régénération. La 
réparation des tissus engendre la mise en place de cicatrisations caractéristiques de fibroses 
hépatiques (Friedman SL et al, 2000). Une dégradation de la matrice extracellulaire peut survenir au 
travers de l’action d’enzymes : MMP2 et MMP9 qui dégradent le collagène de type IV  (Veidal SS 
et al, 2011) et la stromelysine 1 qui dégrade les protéoglycanes et glycoprotéines de la matrice. 
L’activation des cellules étoilées hépatiques consécutive à la dégradation de la matrice extracellulaire 
normale est source majeure de MMP2  (Arthur MJ et al, 1992) et est également à l’origine de ces 
dépôts de collagènes et la fibrose. Les cellules étoilées induisent une production de nouvelle matrice 
extracellulaire principalement composée de collagène de type I normalement présent au niveau des 
tissus  cicatriciels en remplacement du collagène de type IV, principal composant de la lame basale 
(Masuzaki R et al, 2013). De ce fait, lors d’une fibrose avancée, le foie peut contenir jusqu’à 6 fois 
plus de matrice extracellulaire (Arthur MJ et al, 2000).  
La fibrose en elle-même ne cause pas de symptôme clinique, la plupart de ceux observés sont 
causés par le désordre qui a engendré cette fibrose. La progression de la fibrose hépatique suite à la 
répétition des dommages peut entraîner cependant le développement d’une cirrhose hépatique. 
 
6.3 La cirrhose hépatique  
6.3.1 Définition 
La cirrhose est une cause de mortalité en croissance dans le monde, responsable de 3,8% des 
décès (Blachier M et al, 2013 ; Moreau et Rautou, 2014). Il s’agit d’un remodelage irréversible de 
l’architecture du foie associé à une détérioration des fonctions de l’organe. Sur le plan histologique, 
la cirrhose hépatique est caractérisée par des nodules de régénération. Il s’agit d’ilots d’hépatocytes 
mitotiques  délimités par un réseau fibrogénique dense  (International working party, 1995) qui sont 
bénins mais peuvent devenir malins et être impliqués dans les hépatocarcinomes. Durant la cirrhose, 
on assiste à une profonde désorganisation de l’architecture vasculaire et une perte de fonction du foie. 
Au niveau clinique, la cirrhose est perçue comme le stade terminal d’une affection du foie dont les 
atteintes les plus graves conduisent invariablement à la mort du patient à moins qu’une transplantation 
du foie ne soit effectuée. La mortalité à 1 an associée à la cirrhose hépatique varie fortement 
puisqu’elle est comprise entre 1% et 57%. Elle dépend de l’apparition clinique de forme dite 
décompensée, c’est-à-dire liée à la survenue de complications et de défaillances d’autres organes 
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(D’Amico G et al, 2006). On retrouve alors des ascites, sepsis ou encore une encéphalopathie. La 
cirrhose est classifiée selon 4 stades voire 5 ;  
 
Tableau 10 : Evolution de la cirrhose hépatique (d'après d'Amigo G et al, 2006) 
Afin d’évaluer le développement de la cirrhose hépatiques, différents critères biologiques sont 
utilisés afin d’établir des scores d’avancée de la pathologie. Le score Child-Pugh est utilisé afin de 
quantifier l’avancée des maladies chroniques du foie et en particulier la cirrhose. Il repose sur les 
mesures des concentrations sanguines de bilirubine, sérum albumine et il prend également en compte 
le taux de prothrombine (évaluation de la coagulation du sang), le développement d’ascites et 
d’encéphalopathies. A partir de ces critères, un score est établi et divisé selon trois groupes : (A) pour 
les scores compris entre  5-6 désigne les patients ayant 100% de chances de survie à un an, (B) 7–9 
rassemble les patients ayant 80% de chances de survie à un an, et enfin (C) au-delà de 10 désigne 
généralement les patients qui ont développé des formes décompensées de la cirrhose (bien que 
pouvant s’observer dès le stade B) et ayant un pronostic vital réduit à 45% à 1 an. (Cholongitas E et 
al, 2005). 
Le score MELD (pour « Model for End-stage Liver Disease ») est aussi utilisé et permet de 
définir le taux de survie des patients en stade sévère de maladie du foie. Il a été à l’origine mis en 
place pour évaluer la survie à 3 mois de ces patients devant recevoir une transplantation du foie. Il 
utilise le taux de bilirubine, la créatinine, et la prothrombine afin de calculer un score allant de 1 à 40. 
Le taux 40 désigne les patients qui ont plus de 70% de risque de mourir dans les 3 mois, de 30 à 39% 
ceux ayant plus de 50%, de 20 à 29 ceux ayant prêt de 20%, de 10 à 19 ceux ayant 6% et enfin moins 
de 2% de risque de mourir à 3 mois pour les taux inférieurs à 9  (Wiesner R et al, 2003) 
6.3.2 Physiopathologie de la cirrhose hépatique 
Au niveau physiopathologique, en réponse à des dommages (alcool, hépatite virale) des 
régulateurs de croissances (EGF, TGF- etc.) induisent une croissance artérielle (angiogénèse) et 
l’hyperplasie des hépatocytes sous forme de nodules de régénération. L’angiogénèse de nouveaux 
vaisseaux sanguins se produit dans la région fibrotique qui entoure les nodules de régénération.  
La cirrhose hépatique est caractérisée par une profonde modification de la dynamique des 
fluides sanguins dans l’organisme. En effet, la désorganisation de l’architecture du foie durant la 
fibrose puis la cirrhose hépatique se traduit par une revascularisation anarchique de l’organe où le 
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transit du sang y est altéré. De plus, les cellules étoilées activées du foie entrainent la génération de 
collagène qui vient se déposer dans l’espace périsinusoïdale (Pinzani M, 1995). Les cellules de 
Kupffer, produisent des cytokines telles que le TNF ou d’endothéline (ET-1) (Gabriel A et al, 1998). 
Cette dernière, l’ET-1, entraîne la contraction des cellules étoilées et des sinusoïdes hépatiques 
ralentissant le flux sanguin dans le foie créant alors un bouchon (Bosch J et al, 2008). Une réduction 
du drainage de la veine porte est alors observée avec une élévation de la pression sanguine. Ce nouvel 
état entraine des complications majeures systémiques qui participent à des dysfonctionnements 
rénaux, cardiaques et du système endocrinien (Figueiredo A et al, 2012). Ainsi, au niveau de 
l’appareil digestif l’hypertension portale se répercute au niveau des capillaires sanguins intestinaux 
affluant et augmente la pression hydrostatique. Ceci provoque de nouvelles complications telles que 
le développement d’ascite, de saignement intestinaux mais encore des dommages rénaux et une 
hypertension pulmonaire (Bosch J et al, 2008). Le développement d’ascite est un facteur à risque pour 
le développement spontané de péritonites tandis que l’hypertension pulmonaire se manifeste avec des 
défaillances cardiaques (Wiest R et al, 2014). C’est alors la forme décompensée de la cirrhose 
hépatique.   
 
6.4 Rôle néfaste de l’alcool 
L’alcool consommé est normalement métabolisé par le foie au niveau des hépatocytes via un 
mécanisme qui fait intervenir des oxydations et qui transforme l’alcool en composés transitoires 
(Acétaldéhyde, acétate) toxiques mais rapidement éliminés. Cependant, en cas de consommation 
excessive d’alcool, l’éthanol n’est pas assez rapidement métabolisé, ce qui provoque l’accumulation 
des déchets intermédiaires toxiques tels que l’acétaldéhyde capable de générer également du NADH 
et des radicaux libres. C’est cette accumulation de déchets métaboliques qui entraîne des dégâts au 
foie et initie une phase stérile de l’inflammation hépatique (Rocco A et al, 2014). L’augmentation du 
NADH entraine une perturbation du métabolisme des glucides et des lipides provoquant 
l’augmentation de corps gras dans le foie. L’acétaldéhyde modifie les propriétés chimiques des 
molécules. Il est capable d’induire la peroxydation des lipides participant à la destruction des 
hépatocytes, transforme des protéines normales en protéines antigéniques qui participent à 
l’activation du système immunitaire. L’acétaldéhyde augmente la fabrication de collagène qui tend à 
se déposer dans le foie et entrave la bonne cicatrisation de l’organe. L’alcool est enfin capable 
d’entraîner la production de formes réactives de l’oxygène par l’intermédiaire de l’induction du 
cytochrome P450 mais également en augmentant l’activation de la NADPH oxydase des cellules de 
Kupffer, macrophages résidents dans le foie. Ces FRO participent également à la destruction des 
hépatocytes (Zhang W et al, 2007).  
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En parallèle, la consommation d’alcool a également la capacité d’induire une inflammation non stérile 
du foie via la fuite de protéines bactériennes ou de bactéries de la flore intestinale vers le foie. Suite 
à une consommation excessive et répétée d’alcool, une dysbiose se produit dans l’appareil digestif 
avec un accroissement du nombre de bactéries Gram- (Bode JC, 1984). L’alcool est également 
métabolisé en acétaldéhyde par l’enzyme ADH présente dans les bactéries intestinales et dans les 
cellules de la muqueuse intestinale. Cette génération d’acétaldéhyde est capable d’augmenter la 
perméabilité intestinale en redistribuant les protéines qui forment les jonctions serrées et les jonctions 
entre les compartiments intracellulaires (Sheth P, 2007). Enfin, en réponse à l’exposition à l’éthanol, 
le monoxyde d’azote et de l’anion superoxyde sont générés, réagissent ensemble pour former l’ion 
peroxonitrique (ONOO-) qui peut causer des dommages au cytosquelette et dégrader la barrière 
intestinale (McCafferty DM, 2000). Les endotoxines générées par les bactéries Gram- tels que le LPS 
voire directement les bactéries passent au travers de la barrière intestinale : C’est la translocation 
bactérienne. Ces pathogènes ou dérivés de pathogènes rentrent dans la circulation sanguine par la 
veine porte et débouchent au niveau du foie où ils initient l’activation des cellules de Kupffer en se 
liant au TLR4 et induisent la génération de FRO. Ces dernières participent à l’amplification de la 
destruction des tissus hépatiques (Zhang W et al, 2007 ; Moreau R 2015). 
 
6.5 Les neutrophiles dans la cirrhose hépatique alcoolique 
Les cellules de Kupffer activées par l’inflammation aigue dans le foie initient une production 
de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα. Ainsi, l’expression de molécules d’adhésion au 
niveau de l’endothélium est augmentée, ce qui entraine l’arrivée dans le foie des neutrophiles 
circulants. 
6.5.1 Le rôle néfaste des neutrophiles 
Les neutrophiles n’attaquent normalement pas les hépatocytes sains mais durant cette 
inflammation du foie la présence de chimiokines (Colletti LM et al., 1996) et le fait que ces 
hépatocytes ont une forte expression d’ICAM1 à leur surface (Farhood A et al, 1995) font qu’ils 
deviennent une cible des neutrophiles. Les FRO générées par les PN activés, en particulier l’H2O2, 
diffusent  dans les hépatocytes provoquant un stress oxydant intracellulaire perturbant la fonction des 
mitochondries. Les dommages du foie induits par les PN ont été observés dans différents modèles 
animaux incluant l’ischemie-reperfusion  (Jaeschke H et al, 1990), endotoxinémie (Jaeschke H et al, 
1991), l’hépatite alcoolique (Bautista AP, 2002 ; Jaeschke H et al, 2002 ; Ramajah S et al, 2004) ou 
cholestase obstructive (Guiral JS et al, 2004), et chez des patients  ayant une stéatose alcoolique  
(Lucey MR et al, 2009). 
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Les protéases libérées par les PN activés contribuent également aux dommages hépatiques : 
l’élastase provoque directement des dommages tissulaires mais également la production du facteur 
CINC-1 par les cellules de Kupffer et qui permet le recrutement d’autres PN, ce qui a pour 
conséquence d’entretenir l’état d’inflammation.  
Durant la cirrhose hépatique décompensée, de nombreuses complications s’étendent au-delà 
du foie. On assiste à une translocation des bactéries de la flore intestinale vers la circulation 
systémique et une augmentation du niveau d’endotoxine circulant comme précédemment décrit. Les 
travaux de Taylor et al, montrent que les patients atteints de cirrhose hépatique stable et qui présentent 
des neutrophiles avec une forte production spontanée de FRO sont ceux qui présentent le plus fort 
risque de développer des complications et des défaillances multiples d’organes (Taylor NJ, 2014). 
Les travaux de Mookerjee et al (Mookerjee RP et al., 2007) soulignent quant à eux que la phagocytose 
réduite et la production spontanée de FRO élevée des PN circulant de patients cirrhotiques est induite 
par la présence d’endotoxine dans le plasma des patients.  
Tous ces éléments permettent de souligner le rôle à double tranchant du PN. Ils participeraient 
aux dégâts hépatiques dans les stades précoces des maladies hépatiques alors qu’à l’inverse leurs 
dysfonctions participent à l’apparition des défaillances multiples associées aux cas graves de cirrhose 
hépatique. Cependant de récents travaux viennent complexifier l’état des lieux et montrent que 
l’activité des PN serait également bénéfique dans les pathologies hépatiques.  
6.5.2 Le rôle bénéfique des neutrophiles 
De récentes études suggèrent que le rôle du neutrophile ne serait pas uniquement délétère lors 
des hépatites alcooliques. Des analyses de larges cohortes de patients ont en effet pu mettre en 
évidence des associations entre l’infiltration du foie par des neutrophiles et une amélioration de la 
survie à 90 jours de ces patients  (Mathurin P et al, 1996 ; Altamirano J et al, 2014). L’importance du 
neutrophile est révélée dans une atteinte hépatique précoce, la cholestase, caractérisée par un dépôt 
anarchique de collagène de type I et qui peut dégénérer en cirrhose hépatique (Friedman SL, 2003). 
La déplétion des neutrophiles dans ces modèles de rat a réduit l’activité collagénase nécessaire à la 
bonne réparation du foie (Harty MW et al, 2010). La MMP8 libérée par les neutrophiles infiltrant le 
foie joue un rôle important dans la bonne réparation tissulaire et la diminution de la fibrose hépatique 
car elle dégrade les filaments de collagène (Siller-Lopez F et al, 2004). En outre, le traitement de rats 
par la MMP8 entraîne l’augmentation de la transcription de HGF dans le foie, facteur de croissance 
permettant la prolifération des hépatocytes en remplacement de ceux détruits (Siller-Lopez F et al, 
2004 ; Michalopoulos G et al, 1984). Le neutrophile peut être, en outre, une source de HGF et donc 
jouer un rôle dans la régénération normale du foie (Taïeb J et al, 2002). 
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L’état de la recherche fait donc face à un paradoxe où le neutrophile serait impliqué dans la 
destruction des hépatocytes mais où il jouerait également un rôle bénéfique dans les hépatites 
alcooliques. La consommation d’alcool pourrait être un élément clé dans la balance effet bénéfique 
contre délétère du neutrophile. Un des mécanismes majeurs par lequel l’alcool inhibe les fonctions 
du PN repose également sur le phénomène de transphosphatidylation (Exton JH et al, 1999). En 
présence d’éthanol, la phospholipase D du PN  qui est une source majeure d’acide phosphatidique de 
diglycérides (diacylglycérol), ne fabrique plus ces seconds messagers activateurs des PKC, mais du 
phosphatidylethanol, qui est biologiquement inactif. De ce fait, les fonctions majeures des PN 
dépendantes de la voie PLD, sont inhibées (dégranulation, explosion oxydative, migration, 
phagocytose, production de cytokines). Ainsi, la consommation récurrente d’alcool pourrait 
empêcher la régénération du foie et exacerber les dommages de l’organe. En effet, l’éthanol inhibe 
des fonctions clés des neutrophiles en particulier la libération des cytokines telles que HGF (Taïeb J 
et al, 2002b). 
 
6.6 Traitement de la cirrhose hépatique 
A l’heure actuelle le stade décompensé entraine un taux de mortalité de 35% des cas à moins 
de 1 mois et 35% à 6 mois en cas d’hospitalisation (Moreau R et al, 2013). Le seul traitement curatif 
actuel consiste à transplanter un nouveau foie aux patients atteints. Cependant, certains traitements 
thérapeutiques non curatifs existent, les principales approches consistent à utiliser des 
corticostéroïdes afin de réduire l’inflammation. Ces traitements à base de Prednisolone ont permis 
une amélioration à 90 jours de la survie de patients atteints d’hépatite grave  (Ramond MJ et al, 1992). 
D’autres approches mettent en avant l’effet bénéfique d’un traitement par le G-CSF sur des patients 
atteints d’hépatites graves. Une survie des patients a pu également être obtenue  (Garg V et al, 2012 ; 
Singh V et al, 2014 ; Moreau et Rautou 2014). 
De nouvelles stratégies sont à l’étude au niveau des modèles animaux ;  certaines visent à 
traiter les origines de la défaillance, à savoir agir sur l’activité collagénase retrouvée réduite chez les 
patients cirrhotiques  (Murawaki Y et al, 1993) et la restaurer dans le but de réduire les dépôts de 
collagène et les cicatrices associées à la fibrose. Ainsi, l’administration de collagénase bactérienne a 
permis de retarder le développement de la cirrhose mais également à induire la régression de la 
cirrhose hépatique déjà établie sur des modèles de lapin (Jin B et al, 2005).  De récents travaux ont 
enfin consisté à agir sur la partie du foie non détériorée par les dépôts de collagènes et dont le 
dysfonctionnement cause la défaillance hépatique caractéristique des formes les plus graves de 
cirrhose hépatique (Nishikawa T et al, 2015 ; Moreau 2015). Les auteurs ont pu ainsi identifier un 
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facteur de transcription HNF4α dont l’expression dans les hépatocytes est réduite durant les stades 
finaux de la cirrhose hépatique. L’augmentation de l’expression de ce facteur de transcription  
restaure les fonctions des hépatocytes afin de corriger la défaillance du foie. 
 
6.7 Les neutrophiles dans d’autres pathologies inflammatoires 
6.7.1 Le sepsis bactérien 
Le sepsis est une condition inflammatoire systémique faisant suite à une infection bactérienne 
sévère, entrainant un taux élevé de mortalité chez les patients (Rehm J et al, 2009 ; Arvaniti V et al, 
2010). Dans cette pathologie, les fonctions des PN sont globalement dérégulées incluant la production 
de FRO, la microbicidie ou la phagocytose (Rajkovic IA et al, 1986 ; Garfia C et al, 2004 ; Markwick 
LJ et al, 2015).    
Le neutrophile peut être considéré schématiquement sous forme de  trois états : Au repos (non 
stimulé), pré-activé mais non fonctionnelle où il a rencontré un agoniste inflammatoire qui active des 
voies de signalisation mais pas les systèmes moteurs, et la forme activée, pleinement fonctionnelle. 
Des dégâts vasculaires peuvent se produire lorsque des neutrophiles pré-activés attachés à la paroi 
vasculaire rencontre un second agent normalement « primant » (Wyman TH et al, 2002) ;  c’est 
particulièrement le cas durant le sepsis où des molécules pro-inflammatoires comme le LPS circulent 
dans le sang des patients. Ces neutrophiles ont donc tendance à être plus facilement activables en 
dehors de leur site supposé d’activation. De plus, l’apoptose des neutrophiles est bloquée chez les 
patients souffrant d’un sepsis sévère (Biffl WL et al, 1999) alors que cette mort est centrale dans la 
résolution de l’inflammation. Cette inhibition de l’apoptose est généralement causée par les facteurs 
circulants et qui incluent notamment le LPS et des cytokines pro-inflammatoires (Sweeney JF et al, 
1998).  
Les fonctions du neutrophile normalement dédiées à l’élimination des agents pathogènes sont 
dérégulées durant le sepsis. Dans un modèle de sepsis murin mimant la maladie humaine, Delano MJ 
et collaborateurs ont pu mettre en évidence une susceptibilité accrue à une seconde infection 
bactérienne ultérieure (Pseudomonas aeruginosa) liée à la réduction de la production de FRO par la 
NADPH oxydase consécutive au sepsis. D’autres auteurs ont également pu observer une réduction 
de l’expression du CXCR2, récepteur à l’IL8 et induisant l’inhibition  de la migration durant le sepsis 
(Alves-Filho JC et al, 2009).  
Comme le montre le Schéma 47, dans les conditions normales et suite à une infection 
bactérienne,  de nombreux neutrophiles entrent au site d’infection en adhérant à la surface de 
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l’endothélium activé puis en le traversant pour se diriger vers le foyer d’infection.  Chez les patients 
souffrant d’un sepsis, les fortes concentrations de produits bactériens ou de cytokines pro-
inflammatoires dans le sang  entrainent l’augmentation de l’expression du CD64 à la surface de la 
cellule et augmente la force de l’adhésion du PN aux capillaires sanguins. En conséquence, beaucoup 
de neutrophiles restent fermement accrochés à l’endothélium et sont moins réceptifs aux 
chimioattractants qui normalement les dirigent jusqu’au foyer d’infection. Une hyperactivation 
survenant dans ce lieu inapproprié peut conduire à des lésions capillaires.  
 
Schéma 47 : Le recrutement des neutrophiles dans un contexte de sepsis (Adapté à partir de Brown KA et al, Lancet 2006) 
 
C’est ainsi que le prétraitement des neutrophiles par des concentrations d’IL8 similaires à 
celles retrouvées dans le sang de patients souffrant du sepsis inhibe la migration du neutrophile au 
travers de la couche endothéliale. Les fortes concentrations de C5a (Ward PA et al, 2004) ou de TNF-
 réduisent la migration des neutrophiles. De ce fait, l’extravasation est fortement réduite et les 
neutrophiles sont séquestrés au niveau des capillaires sanguins et entrainent l’occlusion de ces 
capillaires, une hypoperfusion du tissu et une hypoxie (Astiz ME et al, 1995). De manière 
additionnelle, ces neutrophiles pré-activés pourraient également être activés par leur contact ferme 
avec la paroi endothéliale et relâcher des facteurs lytiques contribuant aux dommages endothéliaux 
(Brown KA et al, Lancet 2006) 
 
Réduction de la 




6.7.2 Les maladies pulmonaires  
Les voies respiratoires constituent l’une des premières portes d’entrées des pathogènes et des 
allergènes dans l’organisme. Ce dernier a mis en place plusieurs types de mécanismes de défense 
cellulaire au niveau de ce compartiment (Suzuki T et al, 2008). Les neutrophiles y jouent un rôle 
primordial où ils sont préférentiellement recrutés au niveau du poumon en réponse à des infections et 
inflammations. Au moins 50% des neutrophiles mâtures adhèrent à la paroi de l’endothélium 
vasculaire (margination), 33% de ces neutrophiles adhèrent au niveau des capillaires sanguins du 
poumon ce qui fait du poumon le premier site de l’organisme où on retrouve les neutrophiles marginés  
(Peters AM and al, 1985), ce recrutement s’opère au niveau des petits capillaires et nécessite une 
adaptation de la forme de la cellule pour passer dans leur diamètre restreint (de 2 à 15 µm). Cette 
contrainte pourrait expliquer la forte séquestration des neutrophiles au niveau des poumons 
(Doerschuk CM, 2000 ; Kolaczkowska E et al, 2013). L’importance des neutrophiles dans l’immunité 
pulmonaire est mise en évidence chez des  patients neutropéniques, c’est à dire présentant une 
réduction du nombre de neutrophiles circulant dans le sang périphérique.  On y observe des infections 
pulmonaires par des champignons impliquant Aspergillus spp. ou Candida spp. (Lass-Flörl C et al, 
2009 ; Cuenca-Estrella M et al, 2008)  ou par des bactéries telles que streptococcus pneumoniae, 
Pseudomonas Spp ou encore Heamophilus influenzae par exemple (Mandell L et al, 2007). Les 
poumons sont également des organes très fréquemment infectés chez les patients CGD, dont les 
fonctions antibactériennes dépendantes de la NADPH oxydase sont altérées. Prêt de deux tiers d’entre 
eux développent effectivement des infections pulmonaires (Mahdaviani SA and al, 2013 ; Magnani 
A et al, 2014). Les complications pulmonaires associées à ces infections, lorsqu’elles surviennent 
chez ces patients CGD, sont de faibles pronostiques et fréquemment responsables de séquelles. Godoy 
et al, ont pu identifier la présence de tissu cicatriciel au niveau des poumons des patients CGD infectés 
(Godoy MC et al, 2008).  
L’infiltration des neutrophiles peut avoir néanmoins des conséquences néfastes dans les 
maladies chroniques affectant le poumon notamment durant l’asthme. En effet l’augmentation de la 
quantité de neutrophiles dans le crachat des patients est corrélée à l’obstruction des voies aérienne 
des patients asthmatiques (Shaw DE et al, 2007 ; Woodruff PG et al, 2001). De plus, une 
augmentation de la concentration de facteurs chimiotactiques des neutrophiles (IL8, LTB4, IL17A) 
et de médiateurs de l’inflammation (élastase, MMP-9, GM-CSF et TNF-α) a été mesurée dans le 
plasma, le lavage bronchoalvéolaire des patients développant un asthme sévère (Teran LM et al, 
1997 ; Vachier I et al, 2005 ; Wenzel SE et al, 1990, Howarth PH et al, 2005 ; Morishima Y et al, 
2013). Ainsi comme abordé lors du chapitre 3 consacré aux NADPH oxydases, une surproduction de 
FRO entraine des dommages pulmonaires au cours des ALI (acute lung injury) et ARDS (Acute 
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respiratory distress syndrome) (Carnesecchi S et al, 2012) mais aussi durant l’asthme (Ökrös Z et al, 
2011). La fibrose pulmonaire partage le même type de dommages puisqu’elle est caractérisée par 
l’endommagement du tissu interstitiel pulmonaire tel que l’épithélium alvéolaire, l’endothélium des 
capillaires sanguins pulmonaires, la membrane basale périvasculaire et les tissus périlymphatiques et 
qui conduisent au développement de tissus cicatriciels composé de collagène de type I dans le poumon 
(Lin CH et al, 2013), une perte d’élasticité de l’organe et une diminution des fonctions respiratoires. 
Il existe ainsi des ressemblances avec la fibrose hépatique. Bargagli E et collaborateurs (Bargagli E 
et al, 2007), ont pu mettre en évidence une forte hausse de la concentration de protéines carbonylées, 
biomarqueurs du stress oxydant (Dalle-Donne I et al, 2003),  et du nombre de neutrophiles dans le 
lavage broncho-alvéolaire de patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Tanaka K et 
collaborateurs (Tanaka K et al, 2012), montrent alors, dans une modèle d’induction de la fibrose 
hépatique chez la souris, que l’inhalation ou l’administration orale de SOD protège ces souris de la 
fibrose en améliorant l’élasticité de l’organe et en restaurant les fonctions respiratoires. Ces différents 
travaux suggèrent alors que les FRO produites contribueraient à la mise en place et au développement 
de la fibrose hépatique. 
Au cours de l’inflammation, les neutrophiles libèrent également  leur contenu granulaire  tel 
que l’élastase, la protéinase 3 ou encore la cathepsine G contenues dans les granules azurophiles et 
impliquées dans l’élimination des bactéries. Certaines de ces composés granulaires sont également 
impliqués dans la réparation tissulaire (Chua F et al, 2006). Cependant malgré leurs fonctions 
antibactériennes, les protéases sont également impliquées dans les pathologies affectant le poumon 
notamment en prolongeant l’inflammation pulmonaire (Hirche TO et al, 2004). L’élastase, en 
particulier, est exprimée à un niveau élevé dans le liquide broncho-alvéolaire et le plasma de patients 
victimes de dommages pulmonaires ou de  syndrome de détresse respiratoire (Lee CT et al, 1981 ; 
Donnelly SC et al, 1995). Les niveaux d’élastase sont corrélés avec la sévérité des dommages 
pulmonaires (Donnelly SC et al, 1995). Ainsi, l’effet protecteur de l’inhibiteur de l’élastase (sivelestat 
également nommé ONO-5046) a pu être observé chez des patients ayant subit un pontage cardio-
pulmonaire, connu pour induire des dommages aigus au poumon (Fuji M et al, 2010).  
Le rôle important de l’élastase est également illustré dans une pathologie pulmonaire 
caractéristique : la mucoviscidose. Il s’agit d’une maladie génétique causée par des mutations au 
niveau du gène CFTR qui est un canal chloride qui régule l’homéostasie des fluides à la surface de 
l’épithélium pulmonaire (Gadsby DC et al, 2006). L’élastase du neutrophile joue un rôle critique dans 
la pathologie puisqu’elle est en mesure de dégrader des récepteurs impliqués dans la réponse immune 
contre la mucoviscidose, tels que les récepteurs CD2, CD4 ou CD8 à la surface des lymphocytes  
(Döring G et al, 1995) ou encore CD16, CD43 ou le récepteur du TNFà la surface des neutrophiles 
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(Tosi MF et al, 1992). Le Gars M et collaborateurs ont montré que l’élastase du neutrophile a la 
capacité d’induire la dégradation  du CFTR via l’activation des calpaïnes intracellulaires (Le Gars M 
et al, 2013). Cette découverte est importante puisqu’elle démontre que l’élastase du neutrophile serait 
capable d’agir directement à l’intérieur des cellules cibles. Ceci soulève des interrogations sur la 
capacité de l’élastase à dégrader avec les protéines des neutrophiles impliquées dans la lutte 
antibactérienne telles que la gp91phox, comme on le montre dans une partie de notre étude 
expérimentale présentée dans le manuscrit 2. 
Ainsi, les inhibiteurs des protéases comme l’1-antitrypsine (AAT) ( un inhibiteur naturel des 
sérine protéases), élafine, SLPP1 (secretory leukocyte proteinase inhibitor) et MNEI 
(monocytes/neutrophil elastase inhibitor) et particulièrement le NEI (inhibiteur de l’élastase) peuvent 
être des outils à considérer afin de réduire les dommages causés lors des atteintes pulmonaires. Par 
exemple une augmentation de l’incidence des emphysèmes pulmonaires est retrouvée chez les 
patients ayant une déficience pour l’AAT. Les dégâts engendrés par la fumée de cigarette entrainent 
le développement d’emphysème pulmonaire et suggèrent que l’élastase du neutrophile pourrait être 
un effecteur principal des dommages protéolytiques du poumon dans cette atteinte  (Eriksson S, 
1964). Certains travaux ont émis l’hypothèse de vectoriser l’AAT dans des HDL (high density 
lipoprotein ou Lipoprotéine de haute densité). En effet une activité anti-élastase a pu être identifiée 
dans les HDL. De plus ces HDL peuvent être enrichis en AAT (Ortiz-Munoz G et al, 2009). Moreno 
JA,  et collaborateurs ont ainsi pu démontrer que l’administration intraveineuse d’HDL enrichis en 
AAT avait la capacité de réduire l’inflammation pulmonaire induite par l’élastase dans des modèles 
d’emphysème pulmonaire  (Moreno JA et al, 2014). Les HDL se sont accumulés au niveau du poumon 
des souris et ont permis d’améliorer la disponibilité de l’AAT et ainsi réduire l’emphysème 
pulmonaire contrairement à l’injection des mêmes concentrations d’AAT sans HDL. De manière 
intéressante, cette stratégie a contribué à réduire l’activité des MMP-2 et MMP-9, deux 
métalloprotéinases fortement impliqués dans le développement d’emphysème pulmonaire mais 
également dans la dégradation de la matrice extracellulaire du foie à l’origine des cicatrices 






















1 - Objectifs de recherche 
Les polynucléaires neutrophiles (PN) sont des cellules de l’immunité fortement impliquées 
dans l’élimination des agents pathogènes. Deux grands mécanismes de défense sont mis en œuvre, 
l’un dépend de l’oxygène et met en jeu la production de formes réactives de l’oxygène (FRO) via le 
complexe NADPH oxydase, NOX2, composé de protéines cytosoliques (p47phox, p67phox, p40phox, 
Rac2) et membranaires (gp91phox/NOX2 et p22phox), et l’autre la libération de protéines à activité anti-
microbienne et d’enzymes contenues dans les granules dont certaines comme la myéloperoxydase 
qui utilise le peroxyde d’hydrogène (H202) comme substrat, et d’autres qui fonctionnent 
indépendamment des FRO. Ces fonctions sont stimulées par divers agents pro-inflammatoires 
solubles, tels que le peptide d’origine bactérienne fMLP qui se lie au récepteur membranaire fPR à la 
surface du neutrophile. Ces agents entraînent la génération de second messagers lipidiques qui à leur 
tour induisent l’activation en cascade de protéine kinases (AKT, PKC) et des MAP-Kinases (ERK1/2, 
p38-MAPK). Cette production de FRO est ainsi régulée à différents niveaux : la signalisation interne 
induisant la phosphorylation et la translocation membranaire des composants de la NOX2,  
l’expression des protéines impliquées dans la cascade d’activation du complexe et leur devenir au 
cours de l’activation du neutrophile. L’importance des FRO dans l’activité anti infectieuse est 
illustrée par une maladie génétique, la granulomatose sceptique chronique ou « Chronic 
Granulomatous Disease » (CGD) due à des mutations des composants de la NOX2. Les patients 
développent ainsi des infections récurrentes potentiellement mortelles. Des défaillances sévères de la 
NOX2 sont également observées dans d’autres pathologies non héréditaires mais acquises et qui 
supposent des défauts de signalisation, d’expression ou encore de dégradation des acteurs impliqués.  
Au cours de ma thèse, j’ai étudié les mécanismes qui sous-tendent l’explosion oxydative  des 
neutrophiles normaux et issus de patients  ayant une  cirrhose alcoolique décompensée. Ces patients 
présentent, en effet, une importante susceptibilité aux infections bactériennes et un sepsis sévère qui 
est une cause majeure de mortalité chez ces patients. Deux niveaux  de régulation ont été étudiés : 
l’activation des effecteurs de signalisation induite par le récepteur du fMLP qui conduit à l’activation 
de la NOX2 et l’expression  des composants de la NADPH oxydase.  Les travaux de recherche que 
j’ai développés s’articulent autour de deux projets complémentaires.  
Mon premier projet a consisté à explorer la contribution d’une protéine kinase ubiquitaire qui 
restait  ignorée jusqu’ici dans l’explosion oxydative, mTOR. Elle est connue pour être  activée via  
AKT et PLD,  qui sont deux effecteurs majeurs de  l’activation de la NADPH oxydase. Ainsi, 
l’utilisation de son inhibiteur pharmacologique la rapamycine et sa déplétion par interférence à ARN 
m’ont permis de montrer une contribution majeure de mTOR dans l’activation des MAPK, la 
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génération de FRO et l’activité anti-bactérienne du neutrophile. Dans les neutrophiles de patients 
cirrhotiques, j’ai mis en évidence des défaillances sévères de l’activité NADPH oxydase associées à 
un défaut d’activation des voies MAPK et un effet aggravant de la Rapamycine confirmant une 
implication de mTOR. Ce premier projet a fait l’objet d’une publication en 2013 (Rolas et Coll, 
Hepatology)  et sera présenté comme telle. 
Dans le deuxième projet, j’ai recherché d’autres bases moléculaires du déficit d’explosion 
oxydative des neutrophiles des patients cirrhotiques et j’ai montré un défaut d’expression des 
composants de la NADPH oxydase, notamment de gp91phox et p22phox. J’ai alors proposé un 
mécanisme qui permet d’expliquer ces déficits ; une dégradation de la gp91phox par l’élastase libérée 
au cours de la dégranulation des neutrophiles ou présentes dans le plasma des patients. De manière 
intéressante, j’ai pu corriger les déficits d’activité oxydasique et d’expression de la gp91phox des 
neutrophiles de patients cirrhotiques à l’aide d’un agoniste des TLR7 et 8. Les  conclusions de ce 
deuxième projet  ne sont pas encore publiées et sont présentées également en anglais sous forme de 
manuscrit préliminaire, à améliorer  avant sa soumission pour publication d’ici un mois. Cette partie 
sera complémentée par des résultats annexes non publiés concernant les manuscrits 1 et 2.  
 J’ai également contribué à un projet de thèse en cours de Mr Boussif Abdelali sur la 
défaillance de la  dégranulation des neutrophiles des patients cirrhotiques.  Ce travail est en  cours de 
révision favorable dans le « Journal of Hepatology ». Il est également présenté sous forme de 
manuscrit soumis. Nous avons ainsi identifié une défaillance d’activation des effecteurs de la 
dégranulation des neutrophiles de patients (AKT et p38-MAPK).  Une stratégie utilisant l’agoniste 
du TLR7/8 a également été proposée pour corriger les défaillances.  
Pour terminer, j’ai eu l’opportunité  d’utiliser une approche par une infection virale pour 
identifier ou détecter des anomalies transductionnelles de la voie du fPR susceptibles d’expliquer les 
défaillances d’activité de la NADPH oxydase dans les cellules HEK exprimant le fPR et dans les 
monocytes humains infectés. Pour cela, j’ai utilisé un alpha virus atténué, le virus O’nyong-nyong 
(ONN), proche du virus du Chikungunya  en collaboration avec les virologues de l’Université de la 
Réunion, cette approche a permis d’identifier deux étapes transductionnelles très fortement impactées 
(AKT, p38-MAPK et ERK1/2), l’une précoce impliquant une atteinte au niveau des protéines G et 
l’autre tardive au niveau du complexe NADPH oxydase. Nos conclusions originales ont fait l’objet 
d’un manuscrit  qui a été évalué par le Journal PLoS Pathogens qui nous propose de le renforcer pour 
une re-soumission. Les résultats de ce projet, bien que présentant de fortes similitudes avec les 
défaillances induites au cours de la cirrhose alcoolique, ne seront cependant pas discutés, pour des 




2 - Résultats expérimentaux 
 
2.1 Publication 1 : L’inhibition de mTOR par la rapamycine 
aggrave la déficience d’explosion oxydative des 
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Abstract (197 words)  
Superoxide production by the NADPH oxidase 2 (NOX2) of neutrophils is required for efficient 
host-antimicrobial functions. In immuno-depressed patients, neutrophil defense activities are impaired. 
Despite important clinical implications, the mechanism of neutrophil impairment is unknown. We show 
here that the depressed superoxide production by neutrophils from patients with alcoholic cirrhosis, was 
associated with impaired expression of the two transmembrane proteins of the catalytic core 
flavocytochome b558 (gp91phox/NOX2 and p22phox), its cytosolic partner p47phox and mTOR. An 
extensive NOX2 depletion was induced in healthy neutrophils with purified elastase, by the bacterial 
derived fMLP peptide or with degranulation supernatants in an elastase-dependent manner. Moreover, 
plasma from patients but not control, inhibited NOX2 activity and expression of neutrophils in an 
elastase-dependent manner. Interestingly, NOX2 activity was restored by a TLR7/8 agonist in patients’ 
neutrophils and whole blood, via a process involving transcription and mTOR-dependent synthesis of 
NOX2. 
Thus, this study reveals an unexpected extensive NOX2 degradation mediated by elastase in 
plasma of alcoholic cirrhotic patients and by bacterial peptide stimulation of neutrophils. The deficient 
NOX2 activity can be corrected through de novo NOX2 synthesis induced by a TRL7/8 agonist, which 




(PMN) represent the first line of cellular 
defense against bacterial infection (Babior, 
2004) and play an important role in innate 
immunity and inflammation. Efficient 
antibacterial neutrophil function requires a 
massive production of reactive oxygen 
species (ROS) via the plasma membrane 
superoxide-generating NADPH oxidase 2 
(NOX2), a phenomenon termed respiratory 
burst (RB). NOX2 activation requires the 
formation at the plasma membrane of a 
multiprotein complex which contains the 
catalytic core flavocytochrome b558 
consisting in two transmembrane proteins, 
gp91phox (NOX2) and p22phox, and cytosolic 
interacting components, p67phox, p47phox, 
p40phox and Rac1/2 (Babior, 2004; Lambeth, 
2004; Bedard and Krause, 2007). Upon 
neutrophil stimulation by particles or soluble 
pro-inflammatory agents, cytosolic 
components are subjected to modifications 
by various signaling effectors, and 
translocate to the plasma membrane to form 
an active complex in which NOX2 reduces 
oxygen to superoxide anion at the expense of 
NADPH. Hydrogen peroxide derived from 
superoxide dismutation is used by 
peroxidases particularly myeloperoxidase to 
efficiently eliminate bacteria (Nathan,2002; 
Klebanof, 2005). A classical example of the 
biological importance of NADPH oxidase in 
host-defense is provided by an inherited 
genetic disorder, chronic granulomatous 
disease (CGD) characterized by the failure of 
superoxide production by phagocytes, 
resulting in a marked increase in the 
susceptibility of affected patients to bacterial 
and fungal infections (Babior, 2004). This 
pathology is due to multiple mutations 
affecting NADPH oxidase components, 
particularly NOX2 (Babior 2004). 
Deficient production of superoxide by 
neutrophils also occurs in various non-
inherited diseases in which biochemical 
alterations nonspecifically afffected various 
types of cells and biological functions 
(Dinauer, 2014 ; Kruger et al., 2015 ; Doward 
et al., 2015). One typical example of severe 
neutrophil dysfunctions resulting from 
induced pathologies is illustrated by liver 
cirrhosis particularly alcohol cirrhosis which 
is a consequence of alcohol abuse. This 
pathology combines different states of the 
liver disease including steatosis, 
inflammation, necrosis and fibrosis (Naveau, 
2006; Ceni et al., 2014) and represents a 
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major cause of mortality worldwide  with an 
estimated 3.8% of all global death (Rehm et 
al.,2009). Cirrhosis is associated with 
immune dysfunctions and the inability of 
host-defense systems to protect against 
infections (Albilos et al., 2014). Another 
common complication of cirrhosis is the 
development of sepsis which is a major cause 
of death (Rehm et al., 2009; Arvaniti et al., 
2010). Neutrophils have a dual role in 
cirrhosis. They contribute to the pathogenesis 
of cirrhosis through induction of liver injury 
in animal models (reviewed in Ramaiah and 
Jaeschke, 2007) as well in patients with 
alcoholic steatohepatitis (Lucey et al., 2009). 
Direct evidence for a role of neutrophils 
inducing liver injury is provided by the 
observation of an intracellular oxidant stress 
in hepatocytes during neutrophil attack 
(Jaeschke et al. 1999). However, the notion 
that neutrophils are systematically 
deleterious is not universally recognized. 
Indeed, it has been proposed that the higher 
neutrophil liver infiltration the better the 
prognosis (Altamirano et al., 2014). 
Neutrophil may exert beneficial effects 
through production of hepatocyte growth 
factor (Taieb et al., 2002), collagen 
degradation (Harty et al., 2010) or through 
granulopoiesis following G-CSF treatment 
(Eash et al., 2009). Morever, there is at least 
one study showing that G-CSF therapy is 
beneficial in patients with severe alcoholic 
hepatitis (Singh et al., 2014). Finally, G-CSF 
therapy was found to improve survival in 
patients with acute-on-chronic liver failure, 
the most severe complication of cirrhosis 
(Garg et al. 2012). Although medical 
treatments exist to improve survival, about 35 
% of patients die within six months (Moreau 
and Rautou, 2014).  
Of the numerous circulating host 
defenses available, neutrophil defense 
activities such as ROS production and 
microbicidal activity are impaired in cirrhotic 
patients (Feliu et al., 1977; Rajkovica and 
Williams, 1986; Lebrun et al., 1992; Garfia et 
al.2004; Panasiuk et al., 2005; Mookerjee at 
al., 2007; Stadlbauer et al., 2008; Ward, 
2010; Markwick et al., 2015). The molecular 
basis of neutrophil impairment by cirrhosis 
remains largely unknown, although a 
deficient signaling by receptors for bacterial 
peptides, fPR, was observed (Garfia, 2004, 
Rolas et al., 2013). Recently, with neutrophils 
from patients with decompensated alcohol 
cirrhosis, we reported a dramatic impairment 
of signaling pathways towards p47phox 
phosphorylation and ROS production 
mediated via fPR activation by the bacterial-
derived peptide fMet-Leu-Phe (fMLP). The 
deficient ROS production was further 
aggravated by rapamycin pointing to an 
emerging role of mTOR in NADPH oxidase 
regulation (Rolas et al., 2013). Whether the 
deficient NADPH oxidase activity also 
involved altered expression of its 
components is unknown and is of interest 
given the pleiotropic biological functions of 
mTOR, particularly in protein synthesis 
(Laplante and Sabatini, 2013).  
In this study, we took advantage of 
these neutrophils from patients with 
advanced alcoholic cirrhosis to further 
investigate the expression of NADPH 
oxidase components and mTOR. Western-
blot analyses reveal a marked depletion of the 
two transmembrane proteins of  catalytic core 
flavocytochrome b558 (gp91phox and p22phox), 
p47phox and mTOR. Unexpectedly, an 
extensive depletion of gp91phox by 
degradation can be induced in healthy 
neutrophils by purified elastase or by the 
bacterial stimulating peptide fMLP or patient 
plasma, in an elastase-dependent manner. 
Interestingly, the deficient NOX2 expression 
and activity in patients’ PMN was corrected 
by a TLR8 agonist which induced de novo 




1-The impaired production of 
superoxide by neutrophils from patients 
with alcoholic liver cirrhosis is associated 
with a deficient expression of Gp91phox, 
p22phox, p47phox but not p67phox.  
The production of superoxide by 
stimulated neutrophils requires the formation 
of an active multiprotein membrane complex, 
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NADPH oxidase, which comprises the 
catalytic core flavocytochome b558 
containing two transmembrane proteins, 
gp91phox(NOX2) and p22phox, and interacting 
cytosolic components among which p47phox 
and p67phox. We recently showed that 
neutrophils from patients with 
decompensated alcohol cirrhosis exhibited a 
depressed superoxide production, as 
confirmed here with a new cohort of patients, 
which was associated with deficient p47phox 
phosphorylation (Rolas et al. 2013). To 
further examine the molecular basis this 
deficiency, the expression of NADPH 
oxidase components was analyzed by 
western-blot. Compared to control, patients’ 
neutrophils exhibited a severe depletion of 
gp91phox and p22phox (Fig.1B and D). The 
expression of p47phox was reduced at a lower 
extent, while p67phox expression was 
unaltered (Fig.1C). The depletion of gp91phox 
and p22phox does not appear to result from 
altered neutrophil transcriptionnal activity 
since the amount of gp91phox and p22phox 
mRNA was not modified (Fig.1E).  
2- NOX2 depletion occurs in 
healthy neutrophils upon stimulation by 
formylpeptide. 
To further explore the mechanisms of 
NOX2 depletion in neutrophils, we examined 
whether NADPH oxidase components are 
subjected to down-regulation processes 
following cell stimulation. Treatment of 
healthy neutrophils with the bacterial 
stimulating peptide f-Met-Leu-Phe (fMLP) 
reveals that NOX2 expression decreased 
gradually as a function of time of stimulation, 
reaching about 40% of control values at 30-
45min (Fig. 2B). By contrast, the expression 
of immunoreactive gp91phox fragments of 
approximately 28kDa (Fig. 2C)  and 22 kDa 
increased, which is consistent with a 
proteolytic degradation of NOX2 induced by 
fMLP. The expression of p22phox also 
decreased significantly but at a lesser extent 
and at later times only (Fig. 2D). By contrast, 
the expression of p47phox and p67phox 
remained unaltered (Fig. 1E and F). The 
NOX2 degradation in PMN was observed at 
physiological fMLP concentrations but was 
not detectable under conditions of low 
stimulation by fMLP (Figure S1).  
The observation that only the two 
transmembrane proteins but not cytosolic 
components of the NADPH oxidase were 
subjected to downregulation suggested that a 
degradation process may be initiated in the 
extracellular medium, possibly due to 
proteases released during degranulation. To 
explore this hypothesis, cell-free 
degranulation supernatants were prepared 
from fMLP-stimulated PMN and incubated 
with a plasma membrane preparation 
obtained with resting PMN. This treatment 
confirmed a rapid and time-dependent 
degradation of NOX2 (Fig. 3A and B) which 
was similar to that observed with intact PMN 
(Fig. 2A). By contrast, the expression of 
p22phox in the cell-free system was not 
significantly altered (Fig. 3A and B). A role 
of proteases in the depletion of NOX2 was 
further suggested by the observation heat-
denatured degranulation supernatants 
became inactive (Fig. 3C).  
 
3- A major role of elastase in 
mediating NOX2 degradation in PMN  
To identify proteases potentially 
involved in NOX2 degradation, the gp91phox 
sequence was subjected to in silico analysis 
using the MEROPS database (Rawlings et al 
2014). Amongst the five candidates detected 
(Table S1), elastase was the unique 
neutrophil protease identified. To examine its 
potential contribution in gp91phox 
degradation, healthy neutrophils were 
incubating with purified elastase (1 and 5 
units) for 1H at 37°C. This treatment caused 
gp91phox degradation by approximately 50%, 
which was accompanied with an increase of 
immunoreactive gp91phox fragments 
(Fig.4A). A degradation of p22phox was 
observed with 5 units elastase (Fig. 4B). 
Moreover, a role of elastase in the 
degradation of gp91phox and p22phox induced 
by fMLP is supported by the observation that 
neutrophil pretreatment with the neutrophil 
elastase inhibitor (NEI) prevented the fMLP-
induced degradation of both components 
(Fig. 4C and D). To further determine if the 
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gp91phox degradation process in PMN is 
initiated in the extracellular medium, a cell-
free supernatant of degranulating PMN was 
incubated with a new batch of resting PMN. 
This treatment also depleted gp91phox, 
increasing the amount of gp91phox fragments 
(Fig. 4E). A role of elastase in this effect is 
supported by the observation that PMN 
pretreatment with NEI blocked gp91phox 
degradation.  
The above results strongly suggest 
that elastase released from primary granules 
during PMN stimulation mediates a gp91phox 
degradation process, directly or indirectly. To 
examine a possible degradation of external 
portions of gp91 phox by elastase, we took 
profit of the anti gp91phox antibody 7D5 
(Nakamura, 1987) which recognizes external 
gp91phox epitopes and surface plasmon 
resonance (SPR) phenomenon technology, to 
monitor the interaction between intact PMN 
and the 7D5 antibody coated on the sensor 
chip. As shown in Figure 5, injection of 
untreated PMN (control) resulted in a specific 
linear and time-dependent interaction with 
the 7D5 antibody. By contrast, the binding of 
elastase-pretreated PMN was markedly 
reduced in time and intensity. A reduced 
interaction was also detected with PMN 
pretreated with a degranulating supernatant. 
These data are consistent with alterations of 
external epitopes and expression of gp91phox 
at the surface of PMN.  
 
4- Functional alteration of 
neutrophils induced by plasma of patients 
with alcohol cirrhosis.  
Granulocyte elastase is released 
during infectious processes and its 
measurement has been proposed to be helpful 
for the diagnosis of patients with spontaneous 
bacterial peritonitis (Casafon et al., 1999). 
However, the relevance of plasma elastase in 
defense functions of neutrophils remains 
unknown. The amount of elastase in the 
plasma of the cirrhotic patients studied here 
was examined by western-blot analyses and 
was significantly higher than that of healthy 
subjects (Figure S2), in agreement with other 
works (Stanley et al., 1996). To examine 
whether this elastase regulates the expression 
of gp91phox and activity, healthy PMN were 
treated for 12H in the absence or presence of 
plasma of patients or healthy donors, and 
washed twice. This treatment reveals that 
patients’ but not control plasmas decreased 
the amount of positive cells labeled with the 
7D5 gp91phox antibody, and surface 
expression of gp91phox (Fig. 6A and B). 
Moreover, this diminution was prevented by 
the elastase inhibitor NEI, strongly 
suggesting a contribution of patients’ elastase 
in the gp91phox depletion. Consistent with this 
observation, patients’ plasmas also inhibited 
NOX2 activity of PMN measured by the 
cytochrome C assay (Fig. 7A and B) and by 
chemiluminescence (Fig. 7D and E). In 
addition, the pretreatment of plasma and 
PMN with NEI prevented the inhibitory 
effects of patients’ plasma (Fig. 7A, C, D and 
F).  
5- The deficient NOX2 expression 
and activity of neutrophils from cirrhotic 
patients can be restored with a TLR7/8 
agonist. 
We previously reported that the 
defective production of superoxide by PMN 
from cirrhotic patients was associated with a 
deficient phosphorylation of the NOX2 
component p47phox by MAP-Kinases (Rolas 
L et al., 2013). MAP-Kinases also transduce 
signaling of numerous transmembrane 
receptors of the innate immunity such as 
Toll-Like receptors (Takeda and Akira, 
2005). Neutrophils expressed intracellular 
TLR8 and its activation leads to a low 
stimulation of neutrophils functions (Janke et 
al., 2009). Based on these findings and the 
observation that the TLR7/8 agonist CL097 
potentiated fMLP-induced ROS production 
of healthy PMN (Makni-Maalej et al., 2012), 
we examined whether CL097 improves 
NOX2 expression and activity in cirrhotic 
patients’ PMN. Treatment of purified 
patients’ PMN with CL097 alone stimulated 
a production of gp91phox mRNA (Fig. 8A) 
and increased its expression as determined by 
western-blot analyses (Fig. 8B). CL097 also 
stimulated a weak production of ROS 
detected by cytochrome C (fig. 8C)and  
chemiluminescence (fig 8D), which reached 
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almost normal levels, as observed in healthy 
neutrophils. Interestingly, the ability of 
CL097 to restore fMLP-induced NOX2 
activity of PMN was also observed in whole 
blood from patients (Fig.8E, right panel), 
suggesting potential clinical perspectives.  
 
6- Involvement of mTOR in the 
restoration of NOX2 induced by the 
TLR7/8 agonists.  
mTOR is a key signaling effector 
involved in various vital cellular functions 
(Lapalante and Sabbatini, 2013). In human 
neutrophils, mTOR is rapidly activated upon 
cell stimulation by fMLP and regulates the 
activation of p38-MAPK/p47phox 
phosphorylation leading to NOX2 activity 
(Rolas et al., 2013). In neutrophils from 
cirrhotic patients, the inhibition of mTOR by 
rapamycin aggravates the deficient 
production of ROS (Rolas et al., 2013). We 
show here that the expression of mTOR in 
these patients’ neutrophils was strongly 
deficient (Fig. 9A and B), which may explain 
in part the deficient signaling activation 
towards NOX2 activity. To further examine 
whether mTOR also regulates the expression 
of NOX2 and its restoration (Fig. 8C-E), 
PMN were treated with rapamycin to block 
mTOR activation (Rolas et al, 2013). This 
treatment inhibited basal expression of 
NOX2 (Fig. 9C) which suggests that NOX2 
is constitutively expressed. Rapamycin also 
prevented the CL097-induced increased 
NOX2 expression in PMN (Fig. 9C). Finaly, 
CL097 was found to stimulate the production 
of gp91phox mRNA (Fig. 9D). These data are 
consistent with a major role of mTOR in the 
restoration of NOX2 expression mediated 
through TLR7/8 activation.  
 
Discussion 
 Neutrophils dysfunction is a current 
characteristic of immuno-depressed cirrhotic 
patients particularly with those with severe 
liver dysfunctions, which can lead to 
increased patients’ susceptibility to bacterial 
infection and sepsis (Rehm et al., 2009; 
Arvaniti et al., 2010). Neutrophil impairment 
is well documented at the functional level 
with deficiencies affecting various defense 
activities such as production of ROS, 
phagocytosis, exocytosis or chemotactic 
migration (Feliu et al., 1977; Rajkovic and 
Williams, 1986; Lebrun et al., 1992; Garfia et 
al.2004; Panasiuk et al., 2005; Mookerjee at 
al.,2007; Stadlbauer et al.,2008;Ward, 2010; 
Markwick et al.2015). This study provides 
insights to signaling and molecular 
mechanisms of neutrophils dysfunctions 
mediated by alcohol cirrhosis and suggests 
that deficiencies are reversible. The strongly 
deficient formylpeptide-induced production 
of superoxide production by PMN from 
cirrhotic patients (Fig.1A) was previously 
shown to be associated with impaired 
activation of signaling events affecting 
phospholipase C (Garfia, 2004), MAP-
kinases and phosphorylation of p47phox 
(Rolas eta al., 2013). Data shown here further 
indicate a marked depletion of components of 
the superoxide-generating motor system 
including the two transmembrane proteins of 
the catalytic core flavocytochrome b558 
(gp91phox and p22phox), p22phox and p47phox but 
not p67phox. These results provide additional 
explanations to the deficient production of 
superoxide induced by fMLP (Fig.1A) and by 
other stimuli such as zymosan, TNF or 
fluoride, an activator of trimeric G proteins 
(Garfia et al., 2004).  
The depletion of NADPH oxidase 
components in patients’ PMN may 
theorically occur through a degradation 
process and/or their defective synthesis. To 
clarify this point, different approaches have 
been developed focusing on the expression of 
the main component of the NADPH oxidase, 
the flavocytochrome b558 (gp91phox and 
p22phox). Our results are strongly in favor of 
an extensive proteolytic degradation of 
NOX2 predominantly mediated by elastase 
but do not exclude alteration of translation in 
PMN from patients. The degradation of 
NOX2 is supported by the increase of 
immunoreactive gp91phox fragments, 28 kDa 
and 22 kDa, induced by fMLP which 
coincided with the disappearance of the 
mother band 91 kDa (Fig. 2A).  Two 
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fragments of the same size were previously 
observed by Quinn et al after treatment of 
purified cytochrome b558 or PN membranes 
with the Staphylococcal V8 protease (Quinn 
et al, 1992). However, the pathophysiological 
relevance of cleavage was not so obvious. 
Our results show that the degradation of the 
gp91phox occured with intact PN, under 
physiological conditions of stimulation with 
fMLP or in the presence of supernatants 
degranulation and results in a significant 
depletion of the NOX2 by at least 50%, 
which must have pathological consequences. 
The degradation of gp91phox in PN 
was predominantly mediated by elastase, a 
major protease of PMN not only involved in 
the bactericidal activity of PN but also in 
immune responses (Dang, 2006; Meyer-
Hoffert and Wiedow, 2010). This conclusion 
is supported by the following arguments. 
First, the fact that purified elastase induced a 
depletion of NOX2 (Fig. 4A) which was 
similar to that observed with fMLP-
stimulated PMN . Second, the elastase 
inhibitor NEI completely prevented the 
degradation of the fMLP-induced NOX2 or 
the supernatant of degranulation (Fig. 4). 
Finally, purified elastase strongly inhibited 
the specific binding of gp91phox antibody to 
PMN (Fig. 5). This result can be explained by 
degradation of the epitope specifically 
recognized by the antibody 7D5 antigp91phox 
and includes part of the 2nd and 3rd 
extracellular loop of NOX2 (Nakamura et al, 
1987). 
The cleavage sites of gp91phox by 
proteases are not known. However, in-silico 
analysis of potential sites for elastase (rq / 
LRI (V / t) n / rw) (Rawlings et al., 2014) 
provides 3 potential sites, around V90, Ile 
160 and Thr269. One of these sites (V160) is 
actually located in the 2nd extracellular loop 
of gp91 phox which is  part of the epitope of 
the antibody 7D5, which would be consistent 
with the decreased binding of the 7D5 
antibody to elastase-treated PMN (Fig. 5). In 
addition, the cleavage around V90 and T270 
would generate a gp91phox fragment of about 
22 kDa which contains the two hemes as 
initially identified (Quinn et al., 1997). In our 
model of the flavocytochrome b558 
degradation induced by fMLP, the cleavage 
the gp91phox was rapid, detectable after 15min 
and is maximal at 30-45 min while 
degradation of p22phox was weak and 
observed at only 60 min. This time lag 
suggests that p22phox would not be a primary 
target of elastase that it does not really 
express extracellular portion. Furthermore, 
the observation that the elastase inhibitor NEI 
completely protects against its degradation 
and that of the gp91 phox, suggests that the 
initial degradation of gp91phox would render 
p22phox unstable as suggested in other studies 
(Quinn et al.,1992), which then promote its 
degradation likely by intracellular proteases. 
A role of elastase intracellularly however 
remains not excluded since it has shown that 
neutrophil elastase penetrates epithelial cells 
and induces degradation of the CFTR via the 
activation of calpains (Le Gars et al, 2013). It 
is not known whether elastase is present in 
the cytosol of neutrophils. However, in 
leukemia cells the presence of neutrophil 
elastase was detected and was involved in the 
cleavage of the glucocorticoid receptor 
(Distelhorst et al, 1987). 
The pathological consequences of 
NOX2 degradation turned out to be 
especially relevant in patients with 
decompensated alcoholic cirrhosis. In this 
pathology, the defective NOX2 activity of 
PMN was recently associated with an altered 
MAP-kinase signaling impacting p47 
phosphorylation (Rolas et al., 2013), and 
previously to phospholipase C (PLC) 
impairment (Garfia, 2004). This study 
provides novel biochemical factors to this 
functional deficiency; particularly a deficient 
expression of p47phox and NOX2 (Fig 1A) and 
mTOR (Fig. 9) which is an emerging 
signaling effector for ROS production by 
PMN (Rolas 2013). In cirrhotic patients, the 
amount of elastase in patients’ plasma is 
increased (Stanley et al., 1996), as confirmed 
in this study (Fig.S3). This is an indication 
that PN may have degranulated likely due to 
the presence of pro-inflammatory agents in 
patients’ plasma (Mokerjee et al., 2007). This 
plasma elastase is apparently active, unlike 
the plasma of healthy individuals since 
treatment of healthy PMN with patients’ 
plasma decreased the expression of gp91phox 
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and its catalytic activity (Fig.8). Remarkably, 
the elastase inhibitor completely prevented 
the inhibitory effects of patients’ plasma 
suggesting a major contribution of the 
circulating elastase in these pathological 
effects. The mechanisms by which elastase 
alters PN in-vivo have not been analyzed in 
this study. In addition to a direct effect on 
elastase of gp91phox, as suggested by the 
inhibition of the 7D5 antibody binding to 
elastase-treated PN (Fig 5), elastase may act 
indirectly through alteration of other surface 
proteins and mediating desensitization 
processes. Indeed, PMN surface receptors 
such as PAR-R is cleaved and activated by 
elastase (Kanke et al., 2005). Furthermore, 
the elastase may also act as biased agonist of 
PAR-2 (Ramachandran et al., 2011) or TLR4 
(Devaney et al., 2003), which can lead to 
desensitization of signaling pathways and 
inhibition of NOX2 / or the expression. Our 
results showing that the deficient expression 
of NOX2 in patients’ PN can be corrected ex-
vivo with agonist the TRL7/8 CL097, which 
sheds new insights to the regulation of the 
expression of NOX2 in PMN and provides 
therapeutic hope for patients. In resting PMN, 
gp91phox appears to be constitutively 
synthesized through a process involving 
mTOR as suggested by the inhibitory effect 
of rapamycin (Fig. 9C). In patients’ PMN, the 
expression of mTOR is strongly deficient, 
which is consistent with the decreased 
expression of NOX2 resulting from it 
degradation mediated by elastase in the 
plasma. Treatment PMN with the agonist of 
TLR7/8 stimulated an increase in the gp91phox 
mRNA levels and restored its expression 
(Fig. 9) which is also dependent on mTOR. It 
remains unclear, however, whether CL097 
promotes the activation of mTOR in PMN. 
Whatever the molecular mechanism of action 
of CL097, our results indicate that the deficit 
NOX2 expression and activity in cirrhotic 
patients PMN appears to be reversible not 
only in purified PMN but also in whole blood 
of patients (Fig. 8). These original findings 
thus open novel therapeutic insights to reduce 
the susceptibility of immunodepressed 
patients to bacterial infections. This 
perspective is further supported by previous 
works indicating that TLR7/8 agonists 
promote lipid mediator biosynthesis 
(Hatterman et al., 2007) and neutrophil 
defense functions (Hayashi et al., 2003). 
 In conclusion, this study shows that 
the impaired capacity of ROS production by 
PMN from cirrhotic patients is associated 
with a deficient expression of components of 
the superoxide-generating motor NADPH 
oxidase, particularly affecting the catalytic 
core flavocytochrome b558. An unexpected 
extensive NOX2 degradation mediated by 
elastase in plasma of alcohol cirrhotic 
patients and by bacterial peptide stimulation 
of neutrophils was identified. The deficient 
NOX2 activity can be corrected through de 
novo NOX2 synthesis induced by a TRL7/8 
agonist, which opens novel perspectives to 
treat bacterial infection in immunodepressed 
patients.  
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Patients and methods 
Reagents  
Four antibodies directed against 
gp91phox were used amongst which 3 from 
Santa Cruz (Heidelberg, German) i.e. mouse 
anti-gp91phox (54.1) sc-130543 ; goat anti-
gp91phox(C-15) sc-5827; rabbit anti-gp91phox 
(H-60): sc-20782. The mouse anti-
flavocytochrome b, FITC (Clone: 7D5) was 
from MBL (CliniScience, France). The rabbit 
anti-p22phox (FC-195): sc-20781 was from 
Santa Cruz (Heidelberg, German) and the 
rabbit anti-p67phox, and rabbit anti-p47phox 
were produced as described [Dang PMC, 
2006]. The rabbit anti-mTOR (7C10) 
mAb 2983 was from Cell Signaling (Leiden, 
The Netherlands) and the anti-actin was from 
Millipore (Saint Quentin-en-Yvelines). The 
protease inhibitor cocktail was from Roche 
and the Restore western-blot stripping buffer 
was from Pierce. SDS-PAGE, western-
blotting reagents were from BioRad (Marnes 
la Coquette, France) and Iblot nitrocellulose 
stacks from Life Technologies (Saint Aubin, 
France). CL097 was from InvivoGen (San 




Patients’ blood samples were 
obtained as previously described (Rolas et al., 
2013). Briefly, patients were hospitalized in 
the Liver Unit of Beaujon Hospital (Clichy, 
France). Inclusion criteria were age over 18 
years, biopsy-proven cirrhosis, and Child-
Pugh class B or C cirrhosis. Patients had a 
history of excessive alcohol ingestion (50 
g/day), but no other causes of liver disease. 
Viral serologies for hepatitis B virus and 
hepatitis C virus were negative. Alcohol 
consumption was stopped for at least 3 days. 
Clinical characteristics of patients are shown 
in Table 1. Exclusion criteria were evidence 
of recent gastrointestinal bleeding, current 
bacterial infections, treatment with 
corticosteroids, pentoxifylline or other 
immunosuppressive drugs in the past 30 
days, and presence of hepatocellular 
carcinoma, other cancer, or human 
immunodeficiency virus infection. Healthy 
subjects (controls) were hospital employee 
volunteers or obtained from the blood bank 
(EFS, Paris, France). This study was 
approved by our institutional review board, 
and written informed consent was obtained 
from all patients.  
 
Purification of neutrophils 
 Peripheral blood from healthy 
volunteers or cirrhotic patients was collected 
in EDTA-containing tubes. Neutrophils were 
purified by a first step sedimentation with 1% 
Dextran in saline followed by centrifugation 
on a cushion of Ficoll-Hypaque (400g-30 
min). After mononuclear cells were 
aspirated, the wall of the tubes was wiped to 
further remove adherent mononuclear cells. 
Contaminating red cells were lysed under 
hypotonic conditions (30sec) (Rolas et al., 
2013) and the purified neutrophils (97-98%) 
were washed twice and suspended in Hank’s 
balanced salt solution (HBSS) at pH 7.4 and 
containing Mg2+ and Ca2+.  
 
Preparation of PMN membrane 
fractions 
PMN treated with di-
isopropylfluorophosphate (DFP) for 15min 
were stimulated in HBSS with fMLP (1µM) 
for 2min and kept in ice. PMN were sonicated 
2x15 sec in PBS containing a cocktail of 
antiproteases and membrane and cytosolic 
fractions of resting cells were prepared as 
described previously (Olson et al, 1991) by 
centrifuging the post nuclear supernatants 
(1000 g, 2 min, 4°C) over 15-35% sucrose 
gradient (120,000 g, 50 min, 4°C). 
Membranes were collected at the interface, 
washed by centrifugation (100,000 g, 1H, 
4°C) and suspended in HBSS buffer. One 
volume of PMN membrane fraction 
(equivalent of 5 million cells) was incubated 
with one volume of a cell-free degranulation 
supernatants for 1H and complemented with 




Respiratory burst (RB). 
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 PMN (1x106 cells/ml HBSS) were 
incubated at 37°C min before stimulation 
with fMLP. RB was continuously monitored 
by measuring the production of superoxide 
anion in the presence of 80 μM cytochrome 
c, using a Perkin-Elmer Lambda 40 
spectrophotometer equipped with 
thermostated (37°C) cuvette holder and 
magnetic stirrer (Rolas et al., 2013) or by the 
highly sensitive luminol-enhanced 
chemiluminescence assay with purified 
neutrophils (0.5x106 cells/450µl Hanks 
Balanced salt solution and with whole blood 
(20 µl in 450 µl PBS containing 0.120 mM 
calcium and 20mM luminol. 
Quantification of messenger RNA 
Total RNA was extracted from 5 
millions neutrophils in 1 ml Trizol according 
to the manufacturer protocol and stored at -
80°C until use. A quantitative real-time PCR 
(qPCR) was used to quantify relative 
messenger RNA (mRNA) of the genes of 
interest. Complementary cDNA was 
synthesized from 1µg mRNA using 1 L 
OligodT and XXX reverse transcriptase 
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The 
following sequence of DNA-oligos primers 
for qPCR were used : Gp91pox forward : 
TGTTCAGCTATGAGGTGGTGA, gp91phox 
reverse TCAGATTGGTGGCGTTATTG, 
p22phox forward : 
ACCGCCGTGGTGAAGCT, p22phox 
reverse: ACCGAGAGCAGGAGATGCA 
All real-time PCR reactions were performed 
using the Roche LightCycler 480 device and 
the CliniSciences Kapa Sybr Fast qPCR kit 
according to the manufacturer’s protocol. 
Samples were run in duplicate, and the 
melting curve and melting peak were 
controlled for each primer pair. Relative 
expression levels for each gene were 
calculated using the 2-Δct method, with 
normalization to GAPDH. Results are 





Cells were lysed in 50 mM Tris-HCl, 
pH 6.8 containing 2.5 mM orthovanadate, 2.5 
mM EDTA, 5 M urea, 1 mM DTT, a cocktail 
of antiproteases (CompleteTM, Roche) and 1X 
Laemmli sample buffer, and subjected to 
western-blotting experiments using standard 
protocols [8]. Horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody were used 
and visualized with enhanced 
chemiluminescence (ECL). Protein 
phosphorylation was quantified with the NIH 
Image J 1.62 software and expressed as a 
percentage of actin expression. 
 
In Vitro Binding Assays on the 
Biacore. 
 The time course interaction of PMN 
with the NOX2 specific antibody bound to the 
sensor chip was assessed with a BIAcore 
X100 (GE Healthcare, Freïburg Germany). A 
CM3 sensorchip was used to couple the 
mouse antibody directed against the external 
portion of NOX2 (Clone: 7D5, 
MBL/Cliniscience), according to standard 
parameters providing by the « Mouse 
antibody capture Kit. PMN suspended in PBS 
were injected (10, 30 and 100x103 cells in 
150µl) at a flow rate of 30 µl /min. The SPR 
response was recorded as a function of time 
and expressed in resonance units (RU).  
Expression of gp91phox at the surface of 
PMN.  
PMN (0.25 x106 cells were incubated in 50 µl 
PBS containing sodium azide (0.05%), and 
the anti-gp91phox antibody coupled to FITC 
(2,5µg/50µl). Incubations was performed at 
4°C with gentle agitation for 1 Hour. Cells 
were washed 3 times with PBS and subjected 
to FACS analysis (BD FACS Canto II).  
Statistical analysis.  
Unless otherwise stated, data 
represent means ± SEM. Differences between 
means were identified using the Student's 
paired t-test or Mann-Whitney U test, with a 
threshold of P < 0.05. Statistically significant 
differences are designated by *P<0.05; 






Figure 1. Deficient expression of 
gp91phox, p22phox, p47phox but not p67phox in 
PMN from cirrhotic patients. (A) PMN 
from healthy volunteers (control) and 
cirrhotic patients were stimulated with 
bacterial–derived peptide fMet-Leu-Phe 
(fMLP, 1µM) and the production of 
superoxide was quantified and expressed in 
nmole/106cells (n=15, *: P<0.05). (B and C) 
A representative western-blot analyses of the 
expression of gp91phox, p67ohox, p47phox and 
actin in PMN from control and cirrhotic 
patients and quantification expressed as 
percentage of actin level (n=8). (D) A 
representative western-blot analysis of the 
expression of p22phox in control and patients’ 
PMN and quantification expressed as 
percentage of the actin level (n=6). (E) Gene 
expression of gp91pox and p22phox relative to 
GAPDH as internal control, in healthy and 
patients’ PMN (n=6). A significant 
difference between mean values (±SEM) is 
indicated by *, P<0.05, and **P<0.01.  
 
Figure 2. A sustained stimulation of 
PMN induces the proteolytic degradation 
of gp91phox and p22phox but not p67phox and 
p47phox. (A) Western-blot analyses of 
gp91phox, p67phox, p47phox, p22phox and actin in 
PMN from healthy volunteers which were 
stimulated for various times with fMLP 
(1µM). Blots are representative of at least 5 
experiments and densitometric analyses are 
cumulative and expressed as percentage of 
the actin level. A significant difference 
between mean values ±SEM is indicated by * 
P<0.05. 
 
Figure 3. Degradation of gp91phox in 
neutrophil membrane fractions induced 
by a degranulation supernatant from 
stimulated PMN. (A) Immunoblot analysis 
of gp91phox and p21phox in the membrane 
fraction of healthy PMN treated in the 
absence (hanks) or presence of a cell-free 
degranulation supernatant obtained from 
fMLP-stimulated PMN. Blots are 
representative of 4 experiments and 
densitometric analyses are cumulative and 
expressed as percentage of the actin level. A 
significant difference between mean values 
±SEM is indicated by * P<0.05. 
 
Figure 4. Neutrophil elastase 
induced the degradation of gp91phox and 
p22phox in healthy PMN. (A and B) 
Immunblot analysis of gp91phox and p21phox in 
healthy PMN treated in the absence or 
presence of elastase at 1 ad 5 units for 1 hour. 
(C and D) Immunblot analysis of gp91phox 
and p21phox in healthy PMN treated in the 
absence or presence of the elastase inhibitor 
(NEI) at 100µM for 15 min before 
stimulation with fMLP (1µM) for 45min. (E) 
Immunblot analysis of gp91phox in healthy 
PMN pretreated in the absence or presence of 
the elastase inhibitor (NEI) at 100µM for 15 
min before treatment for 45min with a cell-
free degranulation supernatant obtained from 
fMLP (1µM, 2min) stimulated PMN. Blots 
are representative of 4 experiments and 
densitometric analyses are cumulative and 
expressed as percentage of the actin level. A 
significant difference between mean values 
±SEM is indicated by * P<0.05, and 
**P<0.01.  
 
 Figure 5. Specific binding of 
neutrophils to the sensor-chip-coated anti-
NOX2 antibody and its alteration induced 
by elastase and a degranulation 
supernatant. (A) Sensorgrams of the 
binding and dissociation of PMN to the anti-
gp91phox antibody coated to the CM3 
sensorchip as a function of time. Three 
groups of PMN were injected (103 cells in 
150 µl PBS); Control PMN and PMN treated 
with elastase (5units) or with a cell-free 
degranulation supernatant. Data are 
representative of 3 independent experiments 
are expressed as resonance unit (RU). Bars 
represent the maximal values from the 





Figure 6 : Plasma from cirrhotic 
patients reduced gp91phox expression at the 
plasma membrane of healthy PMN in NEI-
dependent manner. (A) FACS analysis of 
the expression of gp91phox at the surface of 
healthy PMN treated with plasma of of 
heathy and patients PMN, in the absence or 
presence of the elastase inhibitor NEI 
(100µM). Data of the left panel represent the 
percentage of positive cells labeled with the 
anti-gp91phox FITC-coupled antibody 
(7D5).The right panel gives the MFI values 
(mean ± SEM) expressed as percentage of 
control values (n=5 separate experiments ). A 
significant difference between groups is 
indicated by * P<0.05, and **P<0.01. (B and 
C) Flow cytometry histograms showing 
gp91phox expression at the surface of control 
and treated PMN stained with the anti-
gp91phox FITC-coupled antibody. 
 
Figure 7: Plasma from cirrhotic 
patients reduced the PMA-induced ROS 
and superoxide production of healthy 
PMN in NEI-dependent manner. (A-C) : 
PMA induced production of superoxide by 
healthy PMN which have been pretreated for 
12H in the absence (RPMI) or presence of 
plasma from healthy volunteers and cirrhotic 
patients, either with or without 100µM NEI. 
After treatment, PMN were washed and the 
production of superoxide was measured after 
12 min stimulation with phorbol myristate 
actate (PMA, 100 nM (panel B and C). Data 
in panel A represent the productin of 
superoxide expressed as percentage of 
control values (mean ± SEM, n=5). (D-F) 
represent the production of ROS of PMN 
measured by the chemiluminescence ans 
expressed as percentage of control values. A 
significant difference between mean values is 
indicated by * P<0.05, and **P<0.01. 
 
Figure 8 : The TLR7/8 agonist 
CL097 restored NOX2 expression in 
neutrophils from cirrhotic patients and 
fMLP-induced ROS production in PMN 
and in whole blood. 
(A) Neutrophils from cirrhotic 
patients were treated in the absence (buffer) 
or presence of CLO97 (2.5 µg/ml) for 30 min 
at 37°C and the amount of Gp91phox mRNA 
was quantified and expressed as percentage 
of control (Buffer) (n=6, *: P<0.05). (B) The 
expression of Gp91phox was determined by 
western-blot assays and expressed as 
percentage ±SEM of that of neutrophils of 
healthy donors (Panel B, n=5, *:P<0.05). (C) 
Neutrophils from healthy donnors and 
patients with advanced alcoholic cirrhosis 
were treated for 15 min with the TLR7/8 
agonist (2.5 µg/ml), then with 1 µM fMLP. 
Results represent the mean of superoxide 
production ±SEM expressed in nmole/106 
cells (n=8, *: P <0.05). (D) ROS production 
was measured by the highly sensitive 
luminol-enhanced chemiluminescence assay 
with purified neutrophils (0.5x106 
cells/450µl Hanks Balanced salt solution. (E) 
ROS production was measured by 
chemiluminescence in whole blood from 
cirrhotic patients. Cells were treated for 15 
min with the TLR7/8 agonist alone (Buffer), 
then with 1 µM fMLP (Panel A). Results 
represent the peak of chemiluminescence 
response expressed in cpm, and are 
representative of 6 experiments. 
 
Figure 9. The TLR7/8 agonist 
stimulates gp91phox expression in patient’s 
PMN in Rapamycin-dependent manner. 
(A) A representative western-blot analysis of 
the expression of mTOR and actin in PMN 
from control and cirrhotic patients, and (B) 
quantification expressed as percentage of 
actin level (n=14). (C) Expression and 
quantification of gp91phox in patients’ PMN 
pretreated with the mTOR antagonist 
rapamycin (10 nM) for 15min followed by 
treatment with CL097 (2.5 µg/ml) for 1H at 
37°C. Data represent the mean± SEM of 5 
experiments with CL097 and 2 experiments 
with rapamycin. A significant difference 
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2.3 Résultats annexes des manuscrits 1 et 2 
Certains résultats présentés ici n’ont pas fait l’objet d’une publication. D’autres sont 
préliminaires nécessitant de nouvelles expériences pour confirmation. Cette partie des résultats 
complémentaires renforçant les modèles abordés dans la publication 1 et le manuscrit 2. Ils 
traitent de l’axe AKT/mTOR/p38-MAPK/p47phox de la dégradation de la gp91phox et des 
preuves supplémentaires de l’implication de l’élastase mais également du protéasome. 
 
2.3.1 L’axe AKT / mTOR / p38-MAPK / p47phox 
Nous avions montré dans la publication 1 que la Rapamycine inhibe la production d’O2- 
des PN stimulés par le fMLP (Figure annexe 1A). Pour déterminer si mTOR est impliquée dans 
l’initiation de la production d’O2- et/ou sa régulation, nous avons comparé deux paramètres de 
l’explosion oxydative : la vitesse initiale et la production totale dans les neutrophiles traités par 
la Rapamycine. Le pré-traitement des PN par la Rapamycine inhibe partiellement la vitesse 
initiale de la production d’anion superoxyde induite par le fMLP (Fig. annexe 1B) suggérant 
que ce sont les étapes d’initiation de la production de FRO qui sont régulés par mTORC1. 
Cependant on observe que l’inhibition de la vitesse initiale n’est que de 25% comparée à 
l’inhibition de la production totale (Fig annexe 1A) qui est d’environ de 40%, ceci suggère que 
mTORC1 régule également l’activité de la NOX2. Par ailleurs nous avons tiré profit d’un autre 
inhibiteur de mTOR (PP242) qui inhibe à la fois mTORC1 et mTORC2 permettant d’évaluer 
la contribution de mTORC2. Les résultats (Fig annexe 1C) montrent ainsi que le traitement des 
neutrophiles par PP242 pendant 20 minutes inhibe très fortement (80%) la production d’anion 
superoxyde induite par fMLP sans affecter la réponse induite par le PMA. Ceci suggère 
également une contribution majeure de mTORC2 dans la production de FRO induite par fMLP 
mais pas le PMA ce qui indique par ailleurs que cet inhibiteur n’est pas cytotoxique.  
Pour déterminer par quel mécanisme transductionnel mTORC1 régule la production 
d’anion superoxyde, nous avons comparé l’effet de la Rapamycine sur les phosphorylations des 
effecteurs transductionnels impliqués dans l’activation de la NADPH oxydase. Les résultats ont 
montré que les MAPK se situaient en aval de la protéine mTOR suite à la stimulation des 
cellules par le fMLP et contribuaient à phosphoryler et activer la p47phox S345 (Fig 3 Article 1). 
Une analyse in silico (Figure annexe 2 A) a montré que le substrat de mTOR, la kinase S6K1, 
était en mesure d’activer les modules aboutissant à l’activation de ERK1/2 et p38-MAPK. En 
outre, mTOR serait également potentiellement capable de phosphoryler directement la p47phox, 
p40phox et p22phox. Cela permet de suggérer de nouvelles pistes pour comprendre la la position 
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de  mTOR dans la cascade de signalisation menant à l’activation de la NADPH oxydase. Nous 
avons montré que mTOR régule l’activation de ERK1/2 et p38-MAPK (Rolas L et al, 2013) 
qui par ailleurs phosphorylent p47phox. Pour déterminer si mTOR contrôle préférentiellement la 
phosphorylation de ERK1/2 ou p38-MAPK, la comparaison des IC50 d’inhibition par la 
Rapamycine de la p38-MAPK, ERK1/2, p47phox, FRO et mTOR, a été effectuée. Les résultats 
montrent une valeur d’IC50 proche pour la phosphorylation de mTOR, p38-MAPK, p47phox et 
de la production de FRO (Figure annexe 2 B) alors que l’IC50 d’inhibition de la phosphorylation 
de ERK1/2 est deux à trois fois plus fortes. Ceci nous a alors permis de suggérer que mTOR 
était impliquée dans la phosphorylation de la p47phox induite par le fMLP  préférentiellement 
via à la p38-MAPK. Ces résultats mettent en évidence une nouvelle voie de signalisation 
impliquant séquentiellement mTOR, p38-MAPK, p47phox et NOX2. 
L’existence de cette nouvelle voie de signalisation impliquant mTOR / p38 et p47phox 
dans les PN stimulés par le fMLP est renforcée par 3 autres nouvelles approches que nous avons 
utilisé. La première a consisté à immunoprécipiter mTOR dans un lysat de neutrophiles (figure 
annexe 3 A), ceci montre que  mTOR forme un complexe avec AKT, p38-MAPK et p47phox. 
La deuxième approche a consisté à surexprimer AKT1 par transfection dans les lignées HEK 
293T exprimant stablement le fPR (Paruch S et al, 2006) (Figure 3 B et C). Les résultats 
montrent que la surrexpression d’AKT stimule les phosphorylations basales de mTOR et de 
p38-MAPK. A l’inverse, la 3e approche, consistant à inhiber la phosphorylation d’AKT par un 
inhibiteur pharmacologique AKTib 1-2 (Fig 4 D et E), montre que l’inhibition d’AKT a entraîné 
la diminution des phosphorylations induites par le fMLP de mTOR et p38-MAPK.  
Ces résultats suggèrent donc qu’AKT, mTOR, p38-MAPK et p47phox forment un nouvel 
axe de signalisation induit par la stimulation par le fMLP qui est impliqué dans l’activation de 
la NADPH oxydase. 
2.3.2 La dégradation de la gp91phox induite par le fMLP 
a) Utilisation de 3 anticorps dirigés contre 3 épitopes différents de la gp91phox 
Dans le but de déterminer si la diminution de l’expression de la gp91phox induite par le 
fMLP n’était pas du à un artefact lié à l’altération de l’épitope reconnu par l’anticorps souris 
AC1 (fig. annexe 4A et B). Nous avons utilisé de deux autres anticorps utilisés  dans le 
laboratoire, produits  chez le lapin (AC2) et la chèvre (AC3) reconnaissant d’autres épitopes 
éloignés . Les résultats indiquent que la stimulation des neutrophiles par le fMLP induit une 
diminution de son expression quelque soit l’anticorps utilisé pour la visualiser (Fig. annexe 4B). 
Cependant l’anticorps produit dans le lapin (AC2) montre une dégradation beaucoup plus 
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rapide que celle observée avec les deux autres anticorps cela suggère que l’épitope 
extracellulaire serait préférentiellement dégradé comparativement aux deux autres épitopes.. 
Les anticorps produits chez le lapin et la chèvre donnent cependant un signal plus faible 
que celui réalisé chez la souris ce qui ne permet pas de détecter clairement les  produits dégradés 
(résultats non montrés). Afin de clarifier ce point nous avons utilisé une préparation de 
membranes enrichies en gp91phox, qui a l’avantage de contenir une quantité stable de gp91phox, 
contrairement à la membrane plasmique des neutrophiles entiers. Les résultats montrent que, 
bien que les 3 anticorps soient susceptibles de reconnaître les produits dégradés de la gp91phox, 
l’anticorps lapin ne reconnaît pas la forme de plus bas poids moléculaire (fig. annexe 4D). Cela 
suggère que cet épitope ne se trouve pas dans le produit dégradé et qu’une coupure doit donc 
être effectuée en aval de cet épitope afin de l’exclure. On ne peut cependant pas exclure 
l’existence d’une dégradation beaucoup plus importance du fragment reconnus par AC2 
expliquant pourquoi moins de produits dégradés soient visibles 
b) L’élastase libérée par les PN colocalise avec la gp91phox 
Nos résultats ont montré que l’élastase libérée suite à la stimulation du neutrophile était 
impliquée dans la dégradation de la gp91phox. Afin de déterminer par quel mécanisme cette 
dégradation pouvait s’effectuer, nous avons examiné si l’élastase et la gp91phox colocalisaient 
suite à la stimulation des neutrophiles par le fMLP. Pour cela nous avons profité de la 
technologie PLA (Proximity Ligation Assay) qui permet localiser deux protéines avec une 
résolution de 30 nm. Les neutrophiles ont été ainsi stimulés ou non avec le fMLP, fixés et 
incubés avec un anticorps dirigé contre la gp91phox (7D5) d’une part et dirigé contre l’élastase 
d’autre part (Fig. Annexe 5). Les résultats montrent un signal fluorescent rouge dans les 
neutrophiles au repos qui est fortement augmenté après stimulation par le fMLP, suggérant que 
l’élastase libéré lors de la stimulation aurait la possibilité de se fixer sur la gp91phox afin 
d’induire sa dégradation. Ces résultats obtenus avec deux expériences nécessitent d’être 
confirmés avec un autre anticorps qui se fixe mieux sur les cellules fixés que le 7D5. 
c) Le protéasome est également impliqué dans la dégradation de la gp91phox 
Le protéasome est l’une des voies classiques par laquelle les protéines sont dégradées 
après ubiquitination. De récents travaux ont pu montrer l’existence d’une ubiquitinylation de la 
gp91phox suivie par sa dégradation par le protéasome dans le macrophage (Chen F et al, 2012). 
Ainsi afin de déterminer la contribution du protéasome dans la dégradation de la gp91phox 
induite par le fMLP dans les neutrophiles, nous avons prétraité les neutrophiles avec l’inhibiteur 
pharmacologique le MG132 avant stimulation des cellules par le fMLP (Fig. annexe 6). Les 
résultats indiquent que la dégradation du gp91phox induite par le fMLP est prévenue par le 
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MG132 suggérant un rôle important du protéasome dans la dégradation de la gp91phox. Ces 
résultats obtenus au cours de deux expériences nécessitent d’être confirmé en analysant 































2.4 Manuscrit 3 : Défaillance de la libération de MPO des 
neutrophiles de patients cirrhotiques 
2.4.1 La défaillance des voies de signalisation en aval d’AKT/MAPK et de la 
libération de myéloperoxydase par les neutrophiles de patients 
cirrhotiques 
a) Lettre de l’éditeur :  
Dear Dr. PERIANIIN, 
 
We regret to inform you that the editorial team handling your manuscript has advised 
against publication, and in its current form we cannot consider it further. However, we are 
potentially interested in the subject of your manuscript and we would like to grant you the  
possibility to resubmit your manuscript within the next 4 months after major revision. For 
guidance when making your revisions, comments from the editorial team are included 
below. 
[…] 
Please be aware that there is no commitment to acceptance at this stage. 
 
We thank you for submitting your manuscript to the Journal of Hepatology  
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Comments to the Author(s): 
 
 
Reviewer #1: In this paper, Boussif et al. evaluate the role of AKT/MAPK/MPO in neutrophils 
from patients with alcoholic cirrhosis. I have some comments about the work that are listed 
below:  
Major comments: 
- In the first part of the results (Fig. 1), I am not quite convinced by the measurement of MPO 
activity after cell lysis. I understand that there was no difference under basal conditions 
between control and patients (Fig. 1c) but results with the "fMLP condition" are not  
provided. This should probably be added. In other words: what is the respective part of 
degranulation and of a modification in intracellular enzyme activity upon fMLP in controls 
and patients?  
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- Beside this, is it possible to strengthen the results by giving an ex vivo test of the 
efficacy of degranulation (e.g. bacteria lysis)?  
- Data on the TLR7/8 are interesting and convincing. However, one would like to know about 
this pathway in patients with cirrhosis. I would thus suggest adding some results about 
TLR7/8 expression/ligands in patients as compared to controls. 
- Discussion is too long and sounds a bit like a repetition of the results. Please shorten. 
Minor comments: 
- There are many typing errors that should be corrected. 
- Please review table 1 and remove "!" 
- Please spell out "RB" and check abbreviations throughout the paper. 
- Please add "AKT" in Figure 6 and write a more comprehensive legend. 
 
Reviewer #2: The authors analyzed the MPO-release from neutrophils in alcoholic cirrhosis 
and highlithed the underlying mechanisms. The paper is very well written and well 
structered. The authors investigated a very relevant topic, since it is wellknown that patients 
with liver cirrhosis are susceptible for infection. This study could show that AKT,  
ERK and p38-MAPK was deficient in the cells from cirrhotic patients and that the fMLP 
induced MPO-release is dependent on AKT and p38-MAPK and might be reactivated by 
TLR7/8. I congratulate the authors on this very important study and have only  
few remarks: 
1. Since the authors studied only alcoholic cirrhosis, could they speculate or deliver any 
evidence whether this mechanism is relevant also in non-alcoholic cirrhosis? 
2. Moreover, does the neutrophil deficiency occur in alcoholic hepatitis? Ist he inflammatory 
or cellular damage a mechanism leading to this dysfunction? 
3. which is the receptor mediating the fMLP-induced signaling? Do the authors have some 
data or some speculation? 
4. Does LPS or Poly-IC have the same effect on the neutrophils? Mediate these pathogens 
the same intracellular mechanisms? 
5. What is the real role of ERK1/2? Is this a parallel „escape mechanism" in this setting? 
6. Can the author deliver data or speculate whether also TLR7/8 agonists lead to an 
improvement in the infections associated function of neutrophiles after incubation with 
other bacterial components? Are there TLR7/8 agonists a good translational approach? 
 
Minor comments: 
7. Please show the data in the supplementary figures mentioned in the result section in page 
8 and 9 
8. Page 10 line 9 please correct „intrinsic"; Page 13 line 8 please correct typo in „... the 
promising CL097"; Page 13 line 10 please correct typo in „p38-MAPK..." 
9. Please check literature since some ref. are underlined? 
10. Please explain all abbreviations 
11. In table 1 correct „ascites" 
12. Please highlight the potential role of TLR7/8 in figure 6 and change  
PKB into AKT, since these might be misleading for readers not aware of  
different names of AKT 
 
Reviewer #3: Methods/Models: 
- Cohort of patients: needs more detailed definition, e.g. "recent bleed" means exactly 
exclusion of which time-frame ? "current bacterial infection": which diagnostic work-up was 
performed as standard, e.g. paracentesis, urinary and blood culture ? In addition, 
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medications other than beta-blockers ? history of bacterial infection, SIRS, Sepsis in the  
past ? exclusion of alcoholic hepatitis ? can the authors exclude alcohol per se to be the main 
trigger of alterations seen in MPO-release - in other words, to provide data on patients with 
advanced cirrhosis of different etiology would be greatly helpful. 
- MPO activity: spectrophotometric method: can the authors cite a reference the technique 
is based on /re-established. 
- To add attraction to the data and provide functional evidence supporting the 
hypothesis/conclusion put forward a bacterial killing assay utilizing neutrophils from these 
patients would vastly help; finally, a mechanism/explanation for the reported impairment in  
MPO-release (and alteration in AKT/MAP-kinase= downstream events) would greatly up-
grade the paper: e.g. is serum of these patients inducing similar changes in neutrophils of 
healthy volunteers ? 
- Why do the authors use different durations of fMLP -stimulation? Fig. 1: 2 min. vs. Fig 2: for 
1 minute. 
- Can the authors present data on: i) neutrophils from healthy volunteers following the same 
protocol utilizing CL097 to see who TLR7/8-agonist/stimulation is different in cirrhotics from 
that in healthy controls. ii) on different cells, e.g. monocytes and the same signaling effectors 
aiming to test whether the observed changes are neutrophil-specific or more ubiquitous and 
iii) on intracellular levels of H2O2 and HOCl since these are linked to the MPO/-activity and 
the antimicrobial activity of the individual neutrophil. 
 
Results/Interpretation: 
Neutrophils from advanced alcoholic cirrhotic patients: i) showed reduced fMLP-induced 
MPO-release (but no changes in overall MPO-content)  
- ii) concomitant deficiency in fMLP-induced phosphorylation of AKT, - p38 and - ERK 
(but no change in overall protein-expression of AKT, - p38 and -ERK) and iii) pharmacological 
inhibition of AKT, p38-MAPK but not  
-ERK1/2 impacted on fMLP-induced MPO-release; finally iv) a TLR7/8 agonist  (CL097) 
potentiates the fMLP-induced MPO-release in neutrophils of alcoholi cirrhotic patients. 
As for iv) the statement that CL097 "restores" fMLP-induced MPO-release is not scientifically 
proven since not data on the effect of CL097 is shown in healthy controls. 
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Background & Aims: Myeloperoxidase exocytosis and production of hydrogen peroxide 
via the superoxide-generating NADPH oxidase of neutrophils contribute to efficient microbial 
elimination. Cirrhosis impairs immune functions and increases susceptibility to bacterial infection. 
We recently showed that neutrophils from patients with decompensated alcoholic cirrhosis has 
marked alterations in intracellular signaling leading to deficient superoxide production mediated 
by the bacterial peptide receptor, fPR. Here, we performed ex-vivo studies in neutrophils from 
these patients to further investigate myeloperoxidase release capacity and signaling events 
following fPR stimulation by the peptide fMLP.  
Methods: Myeloperoxidase release from neutrophils was studied by measuring 
extracellular myeloperoxidase activity. The activation state of signaling effectors was studied by 
western-blot and their respective effector contribution to myeloperoxidase release was studied 
using pharmacological antagonists. 
Results: The fMLP-induced myeloperoxidase release was strongly impaired in neutrophil 
from cirrhotic patients relative to controls, whereas the intracellular myeloperoxidase content was 
unaltered. The fMLP-induced phosphorylation of signaling effectors including AKT, ERK1/2 and 
p38-MAP-Kinases was strongly deficient whereas the total protein expression of these effectors 
and that of fPR, was unaltered. Pharmacological inhibition of signaling effectors in neutrophils 
from healthy subjects revealed that only AKT and p38-MAP-Kinase contributed significantly to 
fMLP-induced myeloperoxidase release. Interestingly, a TLR7/8 agonist (CL097) that reactivated 
p38-MAPK restored myeloperoxidase release from patients’ neutrophils. 
Conclusions: We provide first evidence that neutrophils from patients with decompensated 
alcoholic cirrhosis exhibit deficient AKT/MAP-Kinase signaling and a reversible impaired 
myeloperoxidase release. Therefore, the defective myeloperoxidase release and previously 




 Neutrophils play a key role in the 
elimination of invading microorganisms (1-
Babior, 2004). This innate defense function 
requires a fine coordination of two major 
neutrophil activities, the release of 
myeloperoxidase (MPO) from azurophilic 
granules (exocytosis) and production of 
reactive oxygen species (ROS) by the plasma 
membrane superoxide-generating NADPH 
oxidase (NOX2), a phenomenon termed 
respiratory burst (RB) Released MPO utilizes 
hydrogen peroxide (H2O2) derived from 
superoxide dismutation, and chloride to form 
hypochlorite and choramine, which are toxic 
agents for bacteria (2-Klebanoff, 2005, 3-
Nauseef, 2014). The importance of MPO in 
vivo is further illustrated in MPO-knockout 
mice by an increase infection by Klebsiella 
and Candida, increased mortality (4-Aratani, 
2004) and prolonged inflammation (5-El-
Kebir, 2008). Both MPO release and ROS 
production are triggered by various pro-
inflammatory mediators among which 
bacterial formylated peptides which are also 
chemotactic and thus alert neutrophils in case 
of infection by stimulating their plasma 
membrane sensor, fPR, a G-protein coupled 
receptor. Neutrophil antibacterial activities 
are tightly regulated by various signaling 
events triggered via fPR involving 
phospholipases, small G-proteins, lipid 
kinases, protein kinases such as protein kinase 
C (PKC), mitogen-activated protein kinases 
(MAPK) and mammalian target of rapamycin 
(6-Costa 2010, 7-Futosi , 2013 ; 8-Rolas, 
2013). Alteration of signaling effectors under 
pathological situations or by drugs result in 
neutrophil dysfunctions which may be 
detrimental to host-defense mechanisms (9-
Dinauer; 2014, 10- Kruger, 2105, 11- 
Doward, 2015 ).  
Alcoholic cirrhosis is a consequence 
of excessive alcohol consumption and 
represents a major cause of mortality 
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worldwide with an estimated 3.8% of all 
global death (14-Rehm J, 2009). This 
pathology combines different states of the 
liver disease including steatosis, 
inflammation, necrosis and fibrosis (13-
Naveau, 2006; 14- Ceni, 2014). Cirrhosis is 
associated with immune dysfunctions and the 
inability of host-defense systems to protect 
against infections (15-Albillos A, 2014). 
Neutrophils are involved in the pathogenesis 
of cirrhosis through their contribution to liver 
injury in animal models (reviewed in 16-
Ramiah SK, 2007) as well in patients with 
alcoholic steatohepatitis (17-Lucey RM, 
2009). Direct evidence for a role of 
neutrophils inducing liver injury is provided 
by the observation of an intracellular oxidant 
stress in hepatocytes during neutrophil attack 
(18-Jaeschke, 1999). However, the view that 
neutrophils are deleterious is not universally 
recognized in alcohol hepataitis. Indeed, 
Altamirano et al showed that the higher 
neutrophil liver infiltration the better the 
prognosis (19-Altamirano 2014). Potential 
neutrophil beneficial reponses include their 
production of hepatocyte growth factor (20-
Taieb, 2002), collagen degradation (21-Harti, 
2010) and granulopoiesis following G-CSF 
treatment (22-Kyle , 2009). Morever, there is 
at least one study showing that G-CSF therapy 
is beneficial in patients with severe alcoholic 
hepatitis (23-Singh, 2014). Finally, G-CSF 
therapy was found to improve survival in 
patients with acute-on-chronic liver failure, 
the most severe complication of cirrhosis (24-
Garg, 2012).  
A common complication of cirrhosis is 
the development of sepsis which is a major 
cause of death (25-21-Arvaniti V, 2010, 12-14- 
Rehm J, 2009). Although medical treatments 
exist to improve survival, about 35% percent of 
patients die within six months (26-22-Moreau, 
2014). Of the numerous circulating defenses 
available, neutrophil activities such as ROS 
production, microbicidal activity and 
phagocytosis are impaired in cirrhotic patients 
[27, Féliu, 1977, 28-27-Rajkowick,1987; [29-
28-Lebrun, 1992 #1310] (30-29-Garfia 2004, 
31-30-Panasiuk 2005; 32-Mokerjee 2007; [33] 
Stadlbauer V -34-31-Ward, 2010, 35-32-
Markwick, 2015).. An impaired RB of 
neutrophils was also observed in liver 
transplant recipients suffering from post-
hepatitic cirrhosis [36-35- Juttner, 2009]. 
However, the impact of cirrhosis and alcohol 
cirrhosis on receptor-mediated intracellular 
signaling events underlying neutrophil 
antibacterial activities remain largely unknown. 
In a recent study with neutrophils from patients 
with decompensated alcohol cirrhosis, we 
observed a dramatic impairment of signaling 
and ROS production induced by the bacterial-
derived peptide fMet-Leu-Phe (fMLP), which 
was aggravated by rapamycin (8- 12-Rolas, 
2013). This neutrophil dysfunction was 
associated with a defective MAPK-dependent 
phosphorylation of p47phox, a major component 
of the superoxide-generating NADPH oxidase 
complex. Whether the defective intracellular 
signaling alters other neutrophil defense 
functions is unknown.  
In this study, we took advantage of 
these neutrophils from patients with advanced 
alcoholic cirrhosis to investigate possible 
alterations of MPO release induced by the 
bacterial peptide fMLP. The state of activation 
of major signaling effectors such as AKT, 
p38-MAP-kinases and p44/42 MAP-kinases 
(ERK1/2), and expression of effectors were 
also determined, and their respective 
contribution in MPO release was studied in 
healthy neutrophils using selective 
antagonists. The data provide evidence of 
severe impairment of the three major 
signaling pathways in patients’ neutrophils, 
with two of them contributing to a deficient 
MPO exocytosis. Results further suggest that 
the deficient MPO release can be corrected.  
Patients and methods 
Reagents 
Antibodies used i.e. phospho-
ERK1/2(Thr202/Tyr204), phospho-p38MAP-
Kinases (Thr180/Tyr182), phospho-
AKT(S473) were from Cell Signaling 
(Leiden, The Netherlands), anti-ERK1 and 
peroxidase-conjugated antibodies were from 
Santa Cruz (Heidelberg, German), anti actin 
was from Millipore (Saint Quentin-en-
Yvelines). Myeloperoxydase substrate ortho-
dianisidine dichloride was from Sigma 
Aldrich (Saint Louis, MO, USA). 
Myeloperoxidase fluorescent substrate was 
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from Biovision. The protease inhibitor 
cocktail was from Roche and the Restore 
western-blot stripping buffer was from Pierce. 
SDS-PAGE. Western-blotting reagents were 
from BioRad (Marnes la Coquette, France) 
and Iblot nitrocellulose stacks from Life 
Technologies (Saint Aubin, France). CL097 
was from InvivoGen (San Diego, USA). All 
other reagents were from Sigma. 
 
Patients 
Patients’ blood samples were obtained 
as previously described (12-Rolas, 2013). 
Briefly, Patients were hospitalized in the 
Liver Unit of Beaujon Hospital (Clichy, 
France). Inclusion criteria were age over 18 
years, biopsy-proven cirrhosis, and Child-
Pugh class B or C cirrhosis. Patients had a 
history of excessive alcohol ingestion (50 
g/day), but no other causes of liver disease. 
Viral serologies for hepatitis B virus and 
hepatitis C virus were negative. Alcohol 
consumption was stopped for at least 3 days. 
Clinical characteristics of patients are shown 
in Table 1. Exclusion criteria were evidence 
of recent gastrointestinal bleeding, current 
bacterial infections, treatment with 
corticosteroids, pentoxifylline or other 
immunosuppressive drugs in the past 30 days, 
and presence of hepatocellular carcinoma, 
other cancer, or human immunodeficiency 
virus infection. Healthy subjects (controls) 
were hospital employee volunteers or 
obtained form the blood bank (EFS, Paris, 
France). This study was approved by our 
institutional review board, and written 
informed consent was obtained from all 
patients.  
 
Purification of neutrophils 
 Peripheral blood from healthy 
volunteers or cirrhotic patients was collected in 
EDTA- containing tubes. Neutrophils were 
purified by a first step sedimentation on 1% 
Dextran in saline followed by centrifugation on 
a cushion of Ficoll-Hypaque (400g-30 min). 
Contaminating red cells were lysed under 
hypotonic conditions (30sec) (12) and the 
purified neutrophils (95-98%) were washed 
twice and suspended in Hank’s balanced salt 
solution (pH 7.4) containing magnesium and 
1.2 mM calcium.  
 
Degranulation assay 
 Neutrophils (2x106/400µl HBSS) were 
preincubated at 37°C in the absence or presence 
of cytochalasin B (CB) for 5 min prior 
stimulation with fMLP (1µM) for 2min. 
Degranulation was stopped by incubating the 
Eppendorf tube bottom in ice-cold methanol (-
80°C) for 5 sec. Cells were centrifuged at 4°C 
and supernatants were used immediately for 
enzymes activities assays. Cells pellets were 
homogenized in lysis buffer for western-blot 
analysis. In some experiments, total MPO 
activity was quantified in cell homogenates 
prepared by sonication of neutrophils (107 
cell/ml) in PBS containing a cocktail of 
antiproteases, and centrifugation 
(400gx10min).  
MPO activity was measured by 
spectrophotometric method using its specific 
colorimetric substrate, O-dianisidine. 
Degranulation supernatants (50µl) were 
incubated in 96-well transparent microplate, 
with 200 µM of O-dianisidine and 4.4 mM 
H2O2 in a final volume of 250µl HBSS. MPO 
activity was determined as change of optical 
density (OD) at 460 nm measured for 3 min in 
a microplate-reader spectrophotometer 
(THERMOmaxTM, Molecular device 
California). Results are expressed as DO/106 
cells or as percentage of control values. In 
some experiments, MPO activity was 
measured using the fluorescent MPO 
peroxidation substrate (Biovision) according 
to manufacturer protocol.  
Western-blot analysis 
Cells were lysed in 50 mM Tris-HCl, 
pH 6.8 containing 2.5 mM orthovanadate, 2.5 
mM EDTA, 5 M urea, 1 mM DTT, a cocktail 
of antiproteases (CompleteTM, Roche) and 1X 
Laemmli sample buffer, and subjected to 
western blotting experiment using standard 
protocols (12). Horse peroxidase-conjugated 
secondary antibody were used and visualized 
with enhanced chemiluminescence (ECL). 
Protein phosphorylation was quantified with 
the NIH Image J 1.62 software and expressed 
as a percentage of actin expression. 
 
Statistical analysis. Unless otherwise 
stated, data represent means ± SEM. 
Differences between means were identified 
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using the Student's paired t-test or Mann-
Whitney U test, with a threshold of P < 0.05. 
Statistically significant differences are 
designated by *. 
 
Results 
Severe impairment of fMLP-induced 
MPO release and signaling in neutrophils 
from patients with advanced alcoholic 
cirrhosis.  
Stimulation of healthy neutrophils 
under standard optimal conditions by fMLP 
(1µM) induced a weak release of MPO of 
approximately 10% of the total MPO content 
(Fig. 1A and C). Under these stimulation 
conditions, neutrophils from cirrhotic patients 
exhibited an impaired MPO release compared 
to that of healthy neutrophils. Optimizing the 
degranulation process by pretreating cells 
with the microtubule-disrupting agent 
cytochalasin B, enhnced fMLP-induced MPO 
release (Fig. 1B). The cytochalasin B 
potentiating effect was of the same order in 
both healthy and patient neutrophils 
suggesting that the cytoskeleton mobilization 
was not altered. In neutrophils from cirrhotic 
patients, the cytochalasin B-primed the fMLP-
induced MPO release was impaired relative to 
controls, while basal degranulation was not 
altered (Fig. 1A). To examine whether this 
deficient MPO release was related to 
intracellular stock of MPO, intact cells were 
lysed and MPO was quantified by measuring 
both MPO activity (Fig. 1C) and protein 
expression by western-blot analyses (Fig.1 D-
E). Both approaches showed no significant 
alteration of the MPO intracellular pool, 
which suggests that the deficient MPO release 
may result from altered fPR1-mediated 
signaling. To further explore this hypothesis, 
neutrophils were stimulated under optimal 
conditions with fMLP (1 µM) for 1 min and 
the activated phosphorylated form of three 
major signaling effectors was analyzed by 
western-blots (37 Paruch, 2006, 38- Patel 
2010, 8- Rolas, 2013). As shown in Fig. 2A, 
stimulation of healthy neutrophils by fMLP 
induced a rapid phosphorylation of AKT, p38-
MAPK and p44/42 MAPK (ERK1/2). By 
contrast, these phosphorylations were 
dramatically impaired in neutrophils from 
cirrhotic patients (Fig. 2B, C and D), whereas 
no alteration was observed in the expression 
of the three signaling effectors (Fig. 3A and 
B) and fPR (Fig. 3C and D).  
 
A major role of AKT, p38-MAPK but not 
ERK1/2 in fMLP-induced neutrophil MPO 
release.  
The signaling mechanisms by which 
bacterial peptides induce MPO release from 
neutrophils remains largely unknown. To 
further examine the respective contribution of 
AKT, P38-MAPK and ERK1/2 to MPO 
release, a pharmacological approach was used 
in healthy neutrophils to prevent the effector 
activation by selective antagonists. In 
neutrophils pretreated with 1-10µM 
AKTib1/2 Blocking AKT activation with 
AKTib1/2 (8-Payel) as shown in the 
supplementary Fig.1A and B, inhibited fMLP-
induced MPO release by approximately 40-
50%, without altering basal MPO release (Fig. 
4A) or the catalytic MPO activity measured in 
neutrophil homogenates (data not shown). 
The almost complete inhibition of fMLP-
induced p38-MAPK activation was obtained 
by pretreating cells with SB190202 up to 10 
µM (Supplementary Fig. 2A and B). This 
treatment also reduced fMLP-induced MPO 
release by approximately 50% without 
altering basal MPO release (Fig. 4B) or MPO 
activity in neutrophil homogenates (data not 
shown). Since both antagonists reduced MPO 
release about 50%, we wondered whether 
AKT up-regulates p38-MAPK activation. 
Interestingly, a similar inhibition of p38-
MAPK activation was observed neutrophils 
pretreated by AKTib1/2 (Supplementary Fig. 
2C and D), which suggests that p38-MAPK is 
activated downstream AKT. To examine the 
contribution of ERK1/2 to MPO release, cells 
were pretreated with its selective antagonist 
U0126 (1-10 µM) (37- Paruch, 2007). This 
treatment led to complete inhibition of the 
fMLP-induced ERK1/2 phosphorylation 
(Supplementary Fig. 3A and B). Surprisingly, 
the fMLP-induced MPO release was also 
blocked (data not shown). This complete 
inhibition was actually due to a direct 
interference effect with MPO activity in 
neutrophil homogenates and degranulation 
supernatants (data not shown). To further 
examine a role of ERK1/2 in exocytosis of 
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primary granules, the effect of U0126 was 
examined on the release of elastase, another 
marker of primary granules. Blocking 
ERK1/2 activation did not alter fMLP-
induced elastase release while superoxide 
production was impaired (Fig. 4C). These 
results strongly suggest that ERK1/2 was not 
involved in MPO degranulation, in agreement 
with other works (39- 38- Moscai, 2000).  
 
A TLR7/8 agonist restored MPO 
release from neutrophils of cirrhotic patients. 
The above data strongly suggest that 
p38-MAPK but not ERK/2 played a 
significant contribution to MPO release from 
neutrophils (Fig. 4B-C) and that its deficient 
activation of p38-MAPK observed with 
patients’ neutrophils (Fig. 2A and C) may 
contribute to the defective MPO release (Fig. 
1A-B). It has been shown that the p38-MAPK 
signaling can be activated upon stimulation of 
intracellular Toll-Like receptors7/8 by the cell 
permeable agonist CL097 leading to enhanced 
neutrophil stimulation, as detected by 
production of superoxide (40 Makni,2012). 
As an attempt to determine whether MPO 
release from patients’ neutrophils can be 
improved, cells were treated ex-vivo in the 
absence or presence of CL097 before 
stimulation with fMLP for various times. This 
treatment increased basal phosphorylation of 
p38-MAPK and maintained the level of 
phosphorylation induced by fMLP, whereas in 
the absence of CL097, p38-MAPK was 
transiently activated with a peak of 
phosphorylation observed at 1 min (Fig. 5A 
and B). Interestingly, the deficient fMLP-
induced MPO release from neutrophils from 
cirrhotic patients was also potentiated (Fig. 
5C) reaching values closed to those obtained 
with normal neutrophils (Fig.1B).  
 
Discussion 
Decompensated alcoholic cirrhosis is a 
potentially fatal liver disease with about 26% 
of patients having bacterial infection on 
hospital admission (41-39-Lucey 2009). 
Approximately one third of patients die within 
the first month due to the development of 
multiorgan failure (42-40- Moreau 2013). 
Neutrophils which represent the first cellular 
line of defense against bacteria become 
altered during the disease progression and 
may contribute to susceptibility to severe 
sepsis and septic shock. Various defense 
activities of neutrophils are impaired in 
patients with alcoholic cirrhosis including 
phagocytosis, ROS production, chemotaxis 
[27-34]. Deficiencies were more or less 
pronounced as a function of the degree of 
severity of the disease (28-Rajkovic A, 1986, 
29-Lebrun, 30-Garfia 2004, 35_Markwick, 
2015). The biochemical mechanisms 
underlying these neutrophil dysfunctions 
remain unknown. In most studies, neutrophil 
dysfunctions persisted after cell washing 
reflecting intrinsec cellular alterations (27-30) 
while in some studies dysfunctions were 
reversible after removal of endoxins from 
patients’plasma (32-Mokerjee 2007). Of 
particular interest is the pathological dual 
effect of high concentrations of ammonia in 
patients’ plasmas, since ammonia was found 
to decrease neutrophil phagocytic capacity but 
simulate spontaneous production ROS (44- 
Shawcross 2008). Biochemical alterations 
induced by ROS are nonspecific and may 
secondarily impacted intracellular processes 
underlying various defense activities of 
neutrophils. 
This ex-vivo study provides first 
evidence that decompensated alcoholic 
cirrhosis strongly inhibits the activation three 
major signaling effectors induced by bacterial 
peptide fMLP in human neutrophils 
(summarized in Fig. 6). However, the 
activation of AKT and p38-MAPK was more 
sentitive to inhibtion by alcohol cirrhosis than 
ERK1/2 (Fig. 2A and 6). These inhibitory 
effects were not due to impairment of the 
expression of the three signaling effectors 
(Fig. 3A-B) or the fMLP receptor, fPR (Fig 
3C-D), which suggests that the molecular 
origins of such signaling defects may take 
place at early signaling events upstream of the 
three effectors (Fig. 6). One potential 
candidate for these neutrophil dysfunctions is 
the inositol-specific phospholipase C 
(InsPLC) which was found to be also impaired 
in fMLP-stimulated neutrophils of cirrhotic 
patients (30-Garfia 2004). InsPLC generates 
diacylglycerol and inositol trisphosphate, the 
later increasing intracellular calcium 
concentration (45-Berridge, 1984). DAG and 
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calcium activates several PKC that activate 
AKT and MAP kinases signaling pathways 
(46-Tang, 2011, 47-Chiarello). In neutrophils, 
PLC (PLCβ2) is directly activated by the βγ 
subunits of a trimeric G protein (Gi) (48-Lee 
SB,1993) coupled to fPR, which suggests that 
the biochemical alterations mediated by 
alcohol cirrhosis may affect early signaling 
events proximal to plasma membrane 
receptors. Consistent with this hypothesis, 
Garfia et al showed that neutrophils from 
alcohol cirrhotic patients exhibited an 
impaired ROS production induced by direct 
activators of trimeric G proteins such as NaF 
or ALF4- (30-Garfia, 2004), which suggests 
possible alterations of the perrussis-toxin 
sensitive G-protein (Gi) coupled to fPR. Other 
early signaling events, i.e. the PI3-
kinase/AKT signaling pathway was also 
impacted in monocytes from cirrhotic patients 
(49-Tazi, 2006).  
The release of MPO from stimulated 
neutrophils is regulated by complex 
mechanisms involving several signaling steps 
(50-Lacy, 2006). Cytoplasmic azurophilic 
granules are transported to the target 
membranes via a process involving cytoskeletal 
mobilization, microtubule assembly and motor 
proteins. Then, they come into contact of 
membranes by tethering and docking factors. 
Exocytosis involves mutual recognition of 
granular vesicles by the target membranes. This 
is achieved by specific interactions of soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 
protein (SNAP) receptors (SNAREs) located on 
granules/vesicles (v-SNAREs) with the plasma 
membrane t-SNAREs, which guides the 
docking of the granule membrane and its fusion 
with the target membrane. Several signaling 
effectors have been involved in exocytosis of 
azurophilic granules from stimulated 
neutrophils, including Hsk tyrosine kinase, the 
small G-protein RAC2, calcium and PKC (50-
Lacy, 2006; 51-Bertram A, 2011), although 
their molecular mode of action remains not 
known. However, in other cell types, activation 
of PKC lead to phosphorylation of proteins of 
the motor system such as SNAP-25, Munc-18 
and synaptotagmins that can act as PKC 
substrates. It is unknown whether alcoholic 
cirrhosis alter the activation of these signaling 
effectors, vesical mobilization by cytoskeleton 
and/or the granule fusion process.  
In this study, two of the three signaling 
effectors analyzed, AKT and p38-MAPK, 
turn out to be novel majors regulators of MPO 
release. This is supported by inhibitory effects 
of their antagonists in healthy neutrophils 
(Fig. 4A and B) and by their deficient 
activation in neutrophils from cirrhotic 
patients (Fig. 2). Moreover, p38-MAPK 
appears to be partially activated downstream 
AKT (Supplementary Fig. 2C-D), which may 
explain in part their strong inhibition in 
patients’ neutrophils( Fig. 2). The 
involvement of p38-MAPK in exocytosis of 
primary granules is consistent with other 
works done with neutrophils from Src knock-
out mice, which localise p38-MAPK 
downstream the Src tyrosine kinase (39-
Moscai et al 2000). However, the mechanism 
by which AKT regulates p38-MAPK activity 
in neutrophils remains not known. Other 
proteins kinases have been involved in the 
release of MPO, including PKC based on the 
observation that PMA also stimulates MPO 
release (28-Rajkovic,1986). The PMA-
induced degranulation was also impaired in 
neutrophils from cirrhotic patients (28-
Rajkovic, 1986), as well in our study (data not 
shown). Unexpectedly, another important 
family of MAP-kinases, ERK1/2, whose 
activation was strongly impaired in 
neutrophils of cirrhotic patients, does not 
seem to regulate MPO release. This is 
supported by the fact that the pharmacological 
blockade of the ERK1/2 signaling pathway 
did not affect exocytosis of primary granules, 
in agreement with other studies (39-Moscai, 
2000). However, ERK1/2 regulated 
approximately 30% of the fMLP-induced 
respiratory burst of healthy neutrophils (Fig. 
4C) suggesting that the deficient ERK 
activation observed here in patients 
neutrophils may partially contribute to the 
defective generation of ROS previously 
reported (8-Rolas, 2013). In this study, 90% 
of the patients which were defective for the 
MPO release by neutrophils exhibited a 
strongly deficient superoxide production 
(approximately 30-35% of control values) in 
agreement of our previous works (8-Rolas, 
2013). The defective NADPH oxidase activity 
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of neutrophils may presumably result from the 
deficient activation of the AKT and p38-
MAPK since both protein kinases have been 
shown phosphorylate different sites of the 
NADPH oxidase component p47phox, 
respectively S304/S328 (49-Chen, 2003) and 
S345 (50-EL Benna, 1996). The serine 345 of 
p47phox is a MAP-Kinase phosphorylation site 
that has been shown to be also phosphorylated 
in healthy neutrophils treated with the TLR7/8 
agonist CL097 a (40-Makni, 2012). This 
phosphorylation contributes to increase the 
NADPH oxidase activity of healthy 
neutrophils (40-Makni, 2012). Based on this 
finding and our observation that p38-MAPK 
is a common effector of both MPO release and 
ROS production of neutrophils, we wondered 
whether TLR7/8 activation could improve 
MPO release from patients’neutrophils. 
Interestingly, CL097 restored subtantial 
fMLP-induced MPO release from patients’ 
neutrophils. This original and promising 
CL097 property may be related to its ability to 
stimulate p38-MAPK and to maintain fMLP-
induced p38-MAPK activation whereas in the 
absence of CL097, p38-MAP is transiently 
activated (Fig. 5). These data strongly suggest 
that TLR7/8 agonists may represent 
promising candidates to improve neutrophil 
defense activities in cirrhotic and immuno-
depressed patients. In this view, it is worth 
noting that CL097 is able to restore the 
production of G-CSF that was previously 
inhibited in monocytes under the action of 
INF, a cytokine that causes neutropenia 
(Tajuddin T, 2010).  
 
In conclusion, this study provides 
evidence that advanced alcohol cirrhosis is 
associated with a severe down-regulation of 
three major signaling effectors in neutrophils 
AKT, p38-MAP kinases and ERK1/2, and a 
defective MPO release related to the two former 
deficient signaling pathways. These 
deficiencies, together with our previously 
reported deficient respiratory burst of patient 
neutrophils may further aggravate patient’ 
susceptibility to bacterial infection. 
Interestingly, the defective MPO degranulation 
occurred without alteration of signaling 
effectors and MPO expression, which raises 
perspectives to improve neutrophil defense 
activities by the use of signaling potentiating 
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Fig. 1. Impaired fMLP-induced 
MPO release in neutrophils from patients 
with alcoholic cirrhosis. Neutrophils from 
controls and patients with cirrhosis were 
pretreated in the absence (A) or presence (B) 
of cytochalasin B (5 µg/mL; 5 minutes) prior 
stimulation with fMLP (1µM; 2 min) MPO 
activity measured in supernatant and 
expressed as OD over 3min. (C) MPO activity 
was measured in neutrophil homogenates and 
is expressed as OD over 3min (n= 14 in each 
group; *p <0.05 versus control). (CD-E) 
Resting neutrophils (2x106 cells) from 
controls and patients were prepared in 
Laemmli buffer, analyzed by western-blot 
using specific antibodies. Bands of interest 
were quantified and expressed as percentage 
of the actin level (n= 13 in each group). 
Fig. 2. Impaired fMLP-induced 
activation of signaling pathways in 
neutrophils from patients with alcoholic 
cirrhosis. (A) Neutrophils from controls and 
patients with cirrhosis were stimulated with 
fMLP (1µM; 1min). (B-D) The 
phosphorylation of AKT(S473), p38-
MAPKinases and p44/42-MAPkinases 
(ERK1/2) were quantified and expressed as 
the percentage of control values obtained with 
fMLP (n= 4-6 in each group; *p <0.05 versus 
control).  
Fig. 3. Comparaison of the 
expression of signaling effectors and fPR in 
neutrophils of healthy and patients. (C-D) 
Neutrophils from control and patients with 
cirrhosis were pelleted and disrupted in Trizol 
buffer for protein extraction. The protein 
expression was studied by western-blot and 
the protein of interest was quantified and 
expressed as percentage of control or actin 
level (n=7 in each group). 
Fig. 4. fMLP-induced release of 
MPO from neutrophils involved AKT and 
p38-MAPK but not ERK1/2. (A-C) 
Healthy neutrophils were pretreated for 20 
min in the absence (control) and presence of 
various concentrations of the antagonist of 
AKT (AKTib1/2), p38-MAPK (SB202190) 
or ERK1/2 (UO126), then with cytochalasin 
B for 5min. Cells were then stimulated with 
fMLP (1 µM, 2 min) and the MPO release 
was quantified and expressed as the 
percentage of control fMLP values (n=6; 
*p<0.05 versus control).  
Fig. 5. The TLR7/8 agonist CL097 
potentiated fMLP-induced p38-MAPK 
activation and MPO release from 
neutrophils of cirrhotic patients. 
Neutrophils from cirrhotic patients were 
pretreated for 15 min in the absence (control) 
and presence of various concentrations of the 
TLR7/8 agonist CL097 (0.5-2µg/ml), then 
stimulated with fMLP (1 µM) for various 
times. (A) The phosphorylation of p38-MAP 
kinase was analyzed by western-blot. 
Phospho-p38-MAPK was quantified and 
expressed as percentage of maximal control 
values obtained with fMLP (data 
representative of 3 experiments). (B) The 
MPO release was quantified and expressed as 
the percentage of control values obtained with 
fMLP (n=3; *p<0.05 versus control). 
Fig. 6. Proposed model for fMLP-
induced MPO release via the AKT/MAPK-
signaling pathways in human neutrophils 
from healthy donors and cirrhotic patients. 
Stimulation of neutrophils by fMLP via its 
specific G-protein-coupled receptor (fPR) 
induces a rapid activation of the AKT and 
p38-MAPK signaling, which in turn, 
contributes to MPO release. In patients with 
alcoholic cirrhosis, MPO release is decreased 
as a result of a deficient activation of 

























































































2.5 Manuscrit 4 : Le virus O’nyong-nyong interfère avec la 
signalisation du fPR 
2.5.1 Le virus O’nyong-nyong interfere avec les voies de signalisations 
dépendantes d’AKT/MAPK induite par le fMLP et inhibe la 
production de FRO des cellules HEK 








































O'nyong-nyong Virus Interference with the G-protein-coupled 
Formylpeptide Receptor fPR Signaling and production of Reactive Oxygen 
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Abstract (289 words)  
O'nyong-nyong virus (ONNV) and its closely related Chikungunya virus are mosquito-
transmitted pathogens responsible for large-scale explosive epidemics of debilitating arthritis 
and myositis with severe clinical cases and atypical manifestations including deaths. These 
alphaviruses infect many organs (bone, muscle, joint synovium, and more rarely the brain) 
where infection is associated with infiltration of leukocytes. Although infected cells developed 
rapid pro-inflammatory and antiviral responses, virus dissemination is not efficiently eradicated 
due in part to viral interference with the interferon receptor–mediated antiviral signaling 
pathway JAK/STAT. However, it remains not known whether alphaviruses impact G-protein-
coupled receptor (GPCR) signaling. GPCR represent the largest family of signaling molecules 
and regulate a great variety of biological responses including the production of microbicidal 
reactive oxygen species (ROS) via NADPH oxidase. 
In this study, we explored the impact of ONNV on major internal signaling effectors 
and ROS production mediated via activation of the widely expressed G-protein-coupled 
formylpeptide receptor fPR in HEK293 cells stably expressing fPR and human monocytes. 
Infection of HEK-fPR cells with a low ONNV input (equivalent MOI of 0.1) for 40 H 
dramatically inhibited cell proliferation without altering fPR expression. However, ONNV 
infection abolished fPR-mediated activation of protein kinase B (AKT), p38-MAP kinase and 
p42/44 MAP kinases detected by western-blot. By contrast, ONNV infection neither alter the 
basal activation of the three protein kinases nor their activation induced by a direct protein 
kinase C activator, phorbol myristate acetate (PMA). However, ROS production induced via 
both fPR and PMA was impaired. Infection of primary human monocytes by ONNV (MOI of 
0.4) inhibited both fPR- and PMA-mediated signaling events, as well ROS production. These 
results reveal novel innate immune interference mechanisms mobilized by ONNV, affecting 
early fPR-mediated signaling events and ROS production, possibly contributing to pathological 
manifestations.  






Alphaviruses such as O'Nyong-nyong 
virus (ONNV) and its closely related virus, 
Chikungunya virus (ChikV) (1-Levinson, 
1990; 2-Khan e al, 2002) are responsible of 
large scale epidemics in west and south 
Africa, Southeast Asia and islands in the 
Indian ocean (reviewed in ref 3: Powers, 2007, 
4- Toivanen 2008; 5-Suhrbier, 2012: 6-
Thiberville, 2013). ONNV and ChikV are 
transmitted by bites of infected mosquito and 
cause very similar clinical symptoms 
characterized by abrupt illness with fever, 
vomiting, maculopapular rash, and 
debilitating arthralgia/arthritis affecting 
fingers, wrists, elbows, toes, ankles, and knees 
(7-Peters C, 1190, 8- Bodenmann P, 2006; 9-
Pialoux G, 2007). The recent epidemic of 
ChikV in the French island of La Reunion in 
the Indian ocean in 2005-2006 has revealed 
exceptional forms of the disease (e.g., mother-
to-child transmission associated with 
encephalitis, deaths and extensive bullous 
eruption) and severe complications in adults 
such as persistent arthralgia, destructive 
arthritis, lethal hepatitis, autoimmune 
neurologic pathologies and cardiologic 
manifestations (10- Staikowski F, 2009; 11- 
Jansen KA, 2013; 12-Lenglet 2006; 9-
Pilaoux, 2007; 13- Jaffar-Bandjee 2010). 
Atypical clinical complications such as acute 
nephritis, and meningoencephalitis have also 
been reported (8-Bodenman P, 2006; 14-
Lemant J, 2008; 15- Solanki BS, 2007). In 
contrast to the ChikV outbreaks, the epidemic 
by ONNV described since the 1960s in Africa, 
remained poorly studied due to rare episodes 
of infection during the last 35 years (16-
Seymour RL, 2013; 17- Kiwanuka N, 1999; 
18- Posey DL, 2005).  
Alphavirus infect various cell types 
including fibroblasts, endothelial cells, and 
macrophages) (4-Toivanen 2008; 5-Suhrbier, 
2012: 6-Thiberville, 2013), tissues such as 
liver and spleen which are considered sites of 
primary replication and dissemination (19-
Labadie K, 2006), as well bone, muscle, joint 
seals and the brain where infection is 
associated with infiltration of leukocytes 
including monocytes/macrophages that are 
considered as reservoirs of the virus and 
development of pro-inflammatory responses. 
Recruited and resident immune cells respond 
to inflammatory stimuli through G-protein- 
and kinase-coupled receptors, and 
subsequently mount  rapid proinflammatory 
and antiviral responses characterized in part 
by production of interferon (INF) of type 
I/II(16- Seymour RL, 2013 ; 20-Chilte C, 
2010; 21- Brehin AC, 2009). However, these 
beneficial innate immune responses may not 
be efficient to fully eradicate virus 
dissemination. Interference with type I/II 
interferon-stimulated JAK/Stat1/2 signaling 
pathway has been recently described for 
several Alphaviruses (22-Frs 2010; 23-Fros, 
2013), thus impairing INF production. 
Whether, alphaviruses alter cellular responses 
mediated by other important families of 
membrane receptors such as G-protein-
coupled receptors (GPCR) is not known. 
These receptors constitute the largest class of 
signaling molecules with approximately eight 
hundreds GPCRs identified (24-Fredricksson, 
2013) and regulate a great variety of cell 
responses, which may be of interest in 
understanding the mechanisms of viral 
pathogenicity. 
The formyl-peptide receptor, fPR, 
belongs to the superfamily of G-protein-
coupled receptors and was initially found to be 
expressed by phagocytes (25-Boulay, 1990; 
26-Murphy et al, 1996). FPR or variants 
(fPRL1, fPRL2) were then detected in a great 
number of human non-phagocytic cells 
including hepatocytes, astrocytes, microglia 
cells, T lymphocytes, microvascular 
endothelial cells, epithelial cells, in central 
nervous systems and in glioma cells, where it 
exerts pleiotropic roles  (27- Le Y, 2001). fPR 
is stimulated by formylated bacterial peptides 
and regulates various anti-infectious 
responses of phagocytes (28-Fu H, 2006) such 
as chemotaxis towards tissues infected by 
micro-organisms, exocytosis of lysosomal 
enzymes, and a massive production of 
superoxide anion (O2-°) by the NADPH 
oxidase 2 (NOX2), a phenomenon also called 
respiratory burst (29- Babior B, 2004). 
Superoxide anion is at the origin of other 
reactive oxygen species (ROS) such as 
hydrogen peroxide (H2O2), hydrogen radical 
205 
 
(OH°) and hypochlorous acid (HCLO-) which 
are potent toxic oxidants for bacteria and 
virus, and also serve as signaling mediators 
(33-Halliwell B, 2004). These fPR-mediated 
defense activities of phagocytes are initiated 
through activation of a pertussis toxin-
sensitive G proteins (Gi) which stimulates 
various signaling pathways including protein 
kinases such as protein kinases B (AKT) and 
C (PKC), tyrosine kinases, and mitogen-
activated protein kinases (MAPK) and 
mammalian target of rapamycin (mTOR), 
which all directly or indirectly up-regulate 
neutrophil ROS production by the phagocyte 
NADPH oxidase 2 (NOX2) (31-Bokoch GM, 
1995; 32-DeLeo FR, 1996); 33-Paruch 2006; 
33- Dang 35-Patel 2010, 36-Rolas 2013). So 
far, the impact of infection by Alphaviruses on 
GPCR signaling and ROS production remains 
unknown.  
In this study, we used the human 
embryonic kidney cell line (HEK 293) stably 
expressing fPR (40-Paruch 2006) and primary 
human monocytes to examine whether cell 
infection by ONN virus (ONNV) alter the 
activation of major signaling internal effectors 
such as protein kinase B (PKB or AKT) and 
MAP Kinase activation, and production of 
ROS. These responses were induced through 
fPR stimulation by the bacterial formylated 
peptide f-Met-Leu-Phe (fMLP), and 
compared to those induced by a direct 
activator of protein kinase C, phorbol 
myristate acetate (PMA). These approaches 
revealed novel innate immune  ONNV 
interference properties affecting early and late 
steps of fPR signaling. .  
 
MATERIALS AND METHODS 
Materials. ONNV and the mouse serum 
against the Chikungunia proteins (37-Brehin 
AC; 2008) were provided by Dr Philippe 
Desprès (Institut Pasteur, Unité Interactions 




MAPK(Thr180/Tyr182) were from Cell 
Signaling. Rabbit polyclonal anti-ERK1 and 
peroxidase- or alkaline phosphatase-
conjugated antibodies were from Santa-Cruz 
Biotechnology. CD14 Microbeads were from 
Myltenyl Biotec. Materials for electrophoresis 
were from BioRad. F-Met-Leu-Phe (fMLP), 
phorbol myristate acetate (PMA), luminol and 
horseradish peroxidase and other reagents 
were from Sigma Aldrich.  
 
Cell culture and Infection  
Human embryonic kidney cells 
(HEK293T) stably expressing the 
formylpeptide receptor fPR coupled at the C-
term with the yellow fluorescent protein (fPR-
YFP) (33-Paruch, 2006) were cultured in 
DMEM containing 10% FCS and 100 μg/ml 
streptomycin and penicillin. For infection, 
cells were seeded at the density of 3x106 cells 
in 100 mm plates and infected with ONNV at 
a concentration of 0.1 and 0.4 particles per cell 
(equivalent of MOI) for 40 hours. Cells were 
washed twice with phosphate buffer saline 
(PBS) and harvested with PBS containing 5 
mM ETDA for 6-8 min at 37°C. Cells were 
washed and suspended in PBS for FACS 
analysis of fPR-YFP. For ROS production 
studies, cells were suspended in Hanks 
balanced salt solution (HBSS), pH 7.4 
containing 1.2 mM calcium. Cell viability 
assessed by the Trypan blue exclusion test 
after 40 H infection, was about 85-90 %.  
Monocytes were isolated from 
heparinized human blood (10 Units/ml) by a 
first step of blood centrifugation on a cushion 
of Ficoll hypaque. Monocytes were immuno-
purified using anti-CD14 magnetic 
microbeads (Myltenic Biotec) according to 
the supplier’s instructions. The purified 
monocytes (96-98%) were cultured in RPMI 
containing 10% FCS 100 µg/ml antibiotics at 
the density of 8x106 cells in 100 mm plates 
and infected with ONNV at equivalent MOI 
of 0.1 and 0.4 for 40 hours. Cells were 
collected with EDTA as described above with 
HEK-fPR cells, and suspended in HBBS.  
 
Electrophoresis and western-blot analysis 
Cells were treated and stimulated as 
described in the figure legends and suspended 
at 2 × 106 cells/200 μl in 50 mM Tris-HCl, pH 
6.8, containing 2.5 mM orthovanadate, 2.5 
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mM EDTA, a cocktail of antiproteases 
(CompleteTM, Boheringer), and Laemmli 
lysing buffer as described (35-Rolas et al 
2013). Proteins were denatured (5 min, 95°C), 
separated by 10% SDS-PAGE, and semi-dry 
transferred onto a nitrocellulose membrane 
(Millipore, France). Immunoblotting 
experiments were performed under standard 
conditions using antibodies against the 
phosphorylated form of p44/42-
MAPK(Thr202/Tyr204), p38-
MAPK((Thr180/Tyr182) and AKT(S473). 
Luminol-enhanced chemiluminescence was 
used for detection of horse peroxidase-
conjugated secondary antibody. In some 
experiments, membranes were washed and 
subsequently reprobed with antibodies of 
interest, and detection with alkaline 
phosphatase-conjugated secondary antibodies 
was performed using nitroblue tetrazolium 
(NBT) as substrate. The quantification of 
phosphorylated proteins was performed with 
the Image J 1.62 software 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). 
 
ROS production  
ROS production was measured using a luminol-
amplified chemiluminescence assay with minor 
modifications (36-Rolas et al, 2013). Briefly, 0.5 
x106 cells in 0.5ml HBSS containing 1 unit 
horseradish peroxidase and 10µM luminol were 
incubated in 5-ml plastic tube in a thermostated 
(37°C) bioluminometer (EGG Berthold 
Autolumat LB953). ROS production was 
monitored for 10 min in the absence of stimuli, 
then in the presence of the fPR activator fMLP (1 
µM) or 100 nM phorbol myristate acetate (PMA). 
The peak value of the chemiluminescence 
response obtained with fMLP or PMA was used to 





Unless otherwise indicated, data 
represent the mean ± SEM of at least three 
experiments. Differences between means 
were identified by using Student's paired t test. 
Statistically significant differences were 




ONNV strongly impaired 
HEK293T cell proliferation with a 
moderate reduction of fPR expression. 
HEK293T cells stably expressing the G-
protein coupled receptor fPR were cultured in 
the absence (control) or presence of ONNV at 
a concentration of 0.1 and 0.4 particles per cell 
(equivalent of MOI) for 40H. This treatment 
strongly reduced the number of cells by 50 
and 65 % respectively, in comparison to 
control (Figure 1A), which is consistent with 
the virus ability to inhibit cell proliferation.  
Since replication of alphaviruses in 
mammalian cells usually generate dsRNA 
which lead to inhibition of host gene 
expression (38- Kuhn, RJ, 2007), the effects 
of ONNV infection was examined on fPR 
expression. Infection of cells with ONNV at 
MOI of 0.1 did not alter the fPR expression, 
whereas a weak inhibition of 30% (P<0.05) 
was observed with cells infected with ONNV 
at MOI of 0.4 (Fig. 1B and C).  
 
Infection of HEK-fPR cells with 
ONNV prevents the activation AKT and 
MAPK kinases mediated by fPR but not 
by PMA. fPR activation in phagocytes by the 
formylpeptide f-Met-Leu-Phe (fMLP) 
triggers a rapid and transient activation of 
various major protein kinases amongst which 
protein kinase B (AKT1/2), MAP kinases and 
PKC, which regulate various defense 
functions (33-Paruch 2006, 34-Dang 2006, 
35-Patel 2010, 36-Rolas 2013). In HEK-fPR 
cells, fMLP also induced similar activation of 
these kinases (33-Paruch 2006). To determine 
whether ONNV alter these signaling effectors, 
the phosphorylation state of protein kinases 
was examined by western-blot experiments. 
As shown in figure 2A, stimulation of control 
cells by fMLP induced a rapid 
phosphorylation of AKT, p38-MAPK and 
ERK1/2 (p44/42 MAPK) compared to basal 
values. Infection of HEK cells by ONNV at 
MOI of 0.1 which preserved fPR expression 
(Figure 1), blocked the activation of the three 
signaling effectors induced by fMLP (Figure 
2B-D), whereas the basal phosphorylation 
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state of the kinases was not altered. 
Interestingly, ONNV infection did not alter 
the phosphorylation of the signaling effectors 
induced by phorbol myristate acetate (PMA) a 
direct protein kinase C (PKC) activator 
(Figure 2E), further indicating that these 
ONNV-infected HEK-fPR were viable 
despite a marked expression of the viral 
proteins pE2 and E2.  
 
ONNV inhibited fMLP- and PMA-induced 
ROS production by HEK-fPR cells 
  fPR  regulates various defense 
activities of phagocytes among which a 
massive ROS production via the NADPH 
oxidase (NOX). This phenomenon termed 
respiratory burst (29-Babior, 2004) participate 
to their microbicidal activity (36-Rolas). 
Kidney cells also express a similar NADPH 
oxidase activity which is believed to play a 
role in signaling, cell growth, oxygen sensing 
and inflammatory responses  (39 -Shiose et al 
2001; 40- Bedard K, 2007). To examine 
whether ONNV alters ROS production, HEK-
fPR cells were infected with ONNV at MOI 
of 0.1 which did not alter fPR expression 
(Figure 2). Stimulation of control HEK-fPR 
cells with fMLP (1 µM) induced a rapid and 
transient production of ROS peaking at 5 min, 
which was strongly inhibited in infected cells 
(Figure 3, P<0.05). ROS production can be 
also stimulated by the direct PKC activator 
PMA, thus by-passing fPR-mediated 
signaling. Interestingly, the PMA-induced 
ROS production response was also inhibited 
in ONNV-infected cells (P<0.05), but at lower 
extent relative to the fMLP response (Figure 
3). These data further indicate that the 
interference process developed by ONNV 
may impact the PKC/NADPH oxidase 
complex. 
 
Monocyte infection by ONNV 
inhibits fPR and PMA-induced 
signaling and ROS production.  
To examine the relevance of ONNV 
effects in primary phagocytes, we used human 
monocytes which naturally express fPR and 
have been reported to be infected by the 
Alphavirus Chikungunia (41-Sourisseau). 
Stimulation of noninfected monocytes by 
fMLP induced a rapid and transient 
phosphorylation of AKT, ERK1/2 and p38-
MAPK (Figure 4A-D) similar to that observed 
in HEK cells (Fig 2). Treatment of monocytes 
with ONNV (equivalent MOI of 0.1 and 0.4) 
for 40 H did induce infection as revealed by 
significant production of viral proteins 
detected in cells treated with ONNV at MOI 
of 0.4 (Figure 4E). In ONNV-infected 
monocytes, fMLP-induced phosphorylation 
of AKT and MAPK was significantly 
impaired (Figure 4F-G), whereas basal 
phosphorylation was not altered. 
Interestingly, the PMA-induced 
phosphorylation of effectors was also 
inhibited, in contrast to that observed HEK 
cells (Figure 2).  
Stimulation of fPR in human 
monocytes induced a massive production of 
ROS (42-Allanore 2005), This respiratory 
burst was also inhibited in ONNV-infected 
cells, as well that induced by PMA (Figure 5). 
To further gain insight into the mechanisms of 
ONNV interference, respiratory burst of 
monocytes was also induced via another pro-
inflammatory GPCR, C5a receptor (C5aR), 
and by mastoparan, a wasp venom peptide 
toxin that directly stimulates trimeric Gi 
proteins (43-Higashijima; 44-Perianin). 
Under these conditions, monocyte respiratory 
burst was also inhibited after infection (Figure 
5).  
 
DISCUSSION     
This study provides new insights into the 
mechanisms by which ONNV interferes with 
intracellular signaling and cellular functions. 
Using human monocytes and HEK293 cells 
expressing a GPCR prototype, fPR, we identified 
three major signaling effectors, AKT, p38-MAPK 
and ERK1/2, whose activation mediated via fPR 
was inhibited in cell infected by ONNV. 
Remarkably, in HEK cells ONNV neither 
inhibited basal activation of these three effectors 
nor their activation induced by the direct PKC 
activator, PMA. These results indicate that 
ONNV-induced biochemical alterations do not 
directly affect PKC, AKT and MAPK but may 
result from alterations of early upstream events 
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mediated via fPR  (Figure 6). To our knowledge, 
this type of signaling impairment has not been 
previously described with alphaviruses. However, 
a similar interference pattern was observed with 
the Bordetella pertussis toxin known inactivates 
the -subunit of trimeric Gi-proteins of the Gi/o 
type, and thus inhibits fMLP- but not PMA-
induced signaling events in neutrophils (44-
Périanin, 1989). Possible alterations of the G-
protein coupled to fPR by ONNV or viral 
components would explain the simultaneous 
blockade of both MAP kinases and AKT signaling 
since the activation of the p38-MAPK module 
(MLK3-MKK3/6-p38-MAPK) via GPCRs 
involves Gisubunit (46-Yamauchi, 2000) 
whereas the activation of p44/42-MAPK module 
(MEK1-RAF 1/2-ERK1/2) is dependent on the 
Gβγ subunit (47-Guntking JS, 2004). In addition, 
Gβγ also activates phosphatidylinositol-3 
phosphate kinases (PI3-Kinase γ) which 
contributes to AKT activation by 
phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) 
(48-Sarbassov, 2005). The deficient p44/42-
MAPK phosphorylation may also be explained in 
part by AKT inhibition since we recently showed 
that fPR mediates the interaction of AKT with 
ERK1/2 and contributes to ERK activation (35-
Patel 2010). Alternatively, the inactivation of fPR 
signaling cascade by ONNV may involve 
alterations of the fPR at the plasma membrane but 
not its expression, since it was not altered by 
ONNV at MOI of 0.1 (Figure 2). The ability of 
ONNV to impair fPR signaling was confirmed 
with primary human monocytes but at a lower 
extend (Figure 4). This difference between the two 
cell types may likely due to the fact that 
monocytes were less infected than HEK cells 
(Figures 2 and 4), in agreement with previous 
works (41-Sourisseau 2007). Another striking 
difference was the observation that the 
PKC(PMA)-induced phosphorylation of the three 
effectors was impaired in monocytes but not in 
HEK cells. The reasons for these discrepancies are 
not known and may be related to difference of 
effector isoforms, their  degree of expression 
and/or down-regulation of phosphoproteins by 
phosphatases. 
Stimulation of AKT and MAPK in response to 
fPR activation contributes to ROS production via 
the superoxide-generating NADPH oxidases (40-
Bedard, 2007). As expected from the impairment 
of these signaling events induced by ONNV, a 
deficient ROS production was observed in both 
infected HEK and monocytes (Figure 3 and 5). 
However, the HEK cell model provides an 
advantage over monocytes in that it clearly 
dissociates at least two distinct mechanisms of 
viral interference. A first process may impact the 
motor system NADPH oxidase and/or partners 
(Figure 6). This is supported by the observation 
that ONNV inhibited PMA-induced ROS 
production in HEK cells (Figure 3) while PKC , 
AKT and MAPK activation was not altered 
(Figure 2E). In this model, PKC is believed to 
directly activate NADPH oxidases and/or its 
partners, which suggests that ONNV may impact 
the ROS generating motor system. Alternatively, 
the deficient ROS production may involve a 
decrease expression of NADPH oxidase 
components. A second major interference 
mechanism may involve inhibition of fPR 
mediated early signaling effectors (AKT, MAP-
kinases) in both monocytes (Figure 4)  and HEK 
cells (Figure 2). In this context, the ability of 
ONNV to inhibit monocyte ROS production 
induced by the G-protein activator mastoparan, 
reinforces our hypothesis that ONNV may impact 
G-protein-dependent signaling, independently of 
its activation through fPR or the pro-inflammatory 
receptor C5aR (Figure 5). In monocytes and in 
other ONNV-infectable phagocytes 
(macrophages, dendritic cells), ROS are produced 
in great amounts through NOX2. From the current 
model of NOX2 activation via fPR  (38-Bokoch, 
1995 ; 33-Paruch, 2006; 34-Dang, 2006, 35-Patel 
2010; 36-Rolas 2013 ), NOX2 activity requires 
both MAP kinases and AKT which phosphorylate 
the NOX2 component p47phox, respectively on 
serine 345 (34-Dang, 2006), and serine 304/serine 
328 (49-Yoyal, 2006).  The inhibition of AKT 
may also inhibit its downstream effector, 
mammalian target of rapamycin (mTOR), which 
emerges as a novel signaling effector of NOX2 
(36-Rolas, 2013). Consistent with this hypothesis, 
a defective activation of mTOR (phospho-mTOR) 
was recently observed in Chikungunia virus-
infected MEF cells (50-Joubert PE, 2012) and 
Vero cells (51-Das I 2014), which may impact 
gene expression. In HEK cells, the production of 
ROS is relatively low, mainly due to the NADPH 
oxidase 4 (NOX4) (39-Shiose A, 2001), and may 
have  physiological functions. NOX4 is also 
expressed in various cells types including 
osteoclasts, endothelium, smooth muscle, 
fibroblasts, keratinocytes, melanoma cells, 
neurons, monocytes/macrophages (40-Bedard K, 
2007) which are also targets of Alphavirus (review 
in 41-Sourisseau, 2007). It is not known by which 
precise signaling mechanisms fPR or other GPCR 
mediates NOX4 activation in HEK cells. 
However, the involvement of signaling events  is 
suggested by the observation that NOX4 activity 
was up-regulated by other agonists of GPCR, for 
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example by angiotensin-II in mesangial cells, as 
well by other stimuli such as lipopolysaccharide 
(LPS) in HEK cells, insulin in adipocytes, and in 
PMA-stimulated vascular endothelial cells (40-
Bedard 2007 ). 
The ability of ONNV to inhibit ROS production 
may potentially impact pleiotropic biological 
immune responses including NOX2-dependent 
anti-infectious and antiviral activities of 
monocytes/macrophages (29-Babior), NOX2-
dependent antigen presentation by dendritic cells 
(52-Savina, 2006) or oxygen sensing by NOX4 in 
kidney cells (39-Shiose, A 2001; 40-Bedard K, 
2007), which may be beneficial to the virus. 
Inhibition of ROS production may further be 
beneficial to ONNV via the JAK/STAT signaling 
pathway,  known to be strongly involved in 
antiviral defense mechanisms via a production of 
interferon of type 1 (22- Fros, 2010; 23-Fros, 
2013). Indeed, this signaling pathway 
(JAK1/2/STAT1/3) can be stimulated by some 
GPCRs such as angiotensin receptor (AT1R) and 
thrombin (PAR) through a mechanism involving 
RAC1, p67phox and ROS production in vascular 
smooth muscle cells (53- Pelletier S, 2003). This 
signaling pathway was reported to be inhibited by 
the nonstructural protein 2 of CHIKV/ONNV (23–
Fros J, 2013), which may further protect viruses 
against the production interferon type . It is not 
known whether fPR stimulates the production of 
interferon of type However, fMLP receptors 
induces stimulatation of STAT3 via a mechanism 
involving JAK and Raf1 in HEK cells (54 Wu, 
2003). Furthermore, stimulation of the fPR 
isoform fPLR1 induces transactivation epidermal 
growth factor receptor (EGFR) via a ROS-
dependent process which induces the activation of 
STAT3 and regulates cell proliferation (55-
Cattaneo, 2011). In glioma cells and monocytes, 
stimulation of fPR by fMLP activates STAT3 and 
three other transcriptional regulators (AKT, p38-
MAPK and p44/42 MAPK) and thus up-regulate 
the proliferation of U87 cells (56- Zhou Y, 2005). 
Inhibition of these major signaling pathways in 
HEK cells infected by ONNV may also contribute 
to inhibit HEK cell proliferation in response to 
mitochondrial formylated proteins released during  
necrosis.  
En conclusion, this study provides first evidences 
that ONNV inhibits the activation of major 
signaling pathways (AKT, p38-MAPK and 
ERK1/2) mediated by the formylpeptide receptor, 
and ROS production by NADPH oxidases. Results 
further suggest two distinct ONNV interference 
mechanisms; one affecting early tranductional 
events proximal to the G prtein coupled to fPR and 
the other at the the motor system NADPH 
oxidases. Given the biological importance of ROS 
and GPCRs in regulating cell biological 
responses, these results thus open new insights 
into the mechanisms of pathogenesis of 
alphaviruses (Chikungunya virus, Ros River virus, 
Sindbis virus, Mayaro virus).  
 
References 
1- Levinson RS, Strauss JH, and Strauss EG. 
Complete sequence of the genomic RNA of 
O’nyong-nyong virus and its use in the 
construction of alphavirus phylogenetic trees. 
Virology 1990; 175: 110–123. 
 
2- Khan AH, Morita K, Parquet Md Mdel C, 
Hasebe F, Mathenge EG, Igarashi A. Complete 
nucleotide sequence of chikungunya virus and 
evidence for an internal polyadenylation site. J. 
Gen. Virol. 2002 ; 83: 3075–3084. 
 
3- Powers AM, Logue CH. Changing patterns of 
chikungunya virus: re-emergence of a zoonotic 
arbovirus. J Gen Virol. 2007 ;88:2363-77. 
 
4-- Toivanen A, Alphaviruses: an emerging cause 
of arthritis? Current Opinion in Rheumatology. 
2008 ;  20 : 486–490.  
 
5- Suhrbier A, Jaffar-Bandjee MC, Gasque P. 
Arthritogenic alphaviruses-an overview Nature 
Reviews Rheumatology, 2012 ; 8 : 420–429.  
 
6-- Thiberville SD, Moyen N, Dupuis-Maguiraga 
L, Nougairede A, Gould EA, Roques P, de 
Lamballerie X. Chikungunya fever: 
epidemiology, clinical syndrome, pathogenesis 
and therapy.  Antiviral Res. 2013; 99:345-70.  
 
7-Peters C, Dalrymple J. Alphaviruses. In: Fields 
BN, Knipe DM, editors. Fields virology. 2nd 
edition. New York: Raven Press. 1990 ;  pp. 713–
761. 
 
8-Bodenmann P, and Genton B. Chikungunya: an 
epidemic in real time. Lancet 
2006 ;368(9531):258. 
 
9--Pialoux G, Gauzere BA, Jaureguiberry S, 
Strobel M. Chikungunya, an epidemic arbovirosis. 
Lancet Infect Dis. 2007 ; 7: 319–327.  
 
10- Staikowsky F, Talarmin F, Grivard P, Souab 
A, Schuffenecker I, Le Roux K, Lecuit M, 
Michault A. Prospective study of Chikungunya 
virus acute infection in the Island of La Reunion 
210 
 
during the 2005-2006 outbreak,” PLoS ONE. 
2009 ;  4, no. 10, Article ID e7603. 
 
11- Jansen KA, The 2005–2007 Chikungunya 
epidemic in reunion: ambiguous etiologies, 
memories, and meaning- making,” Medical 
Anthropology. 2013 ; 32, 174–189.  
 
12-Lenglet Y, Barau G, Robillard PY, 
Randrianaivo H, Michault A, et al. [Chikungunya 
infection in pregnancy: Evidence for intrauterine 
infection in pregnant women and vertical 
transmission in the parturient. Survey of the 
Reunion Island outbreak]. J Gynecol Obstet Biol 
Reprod (Paris). 2006 ; 35:578–583 
 
13- Jaffar-Bandjee MC, Ramful D, Gauzere BA, 
Hoarau JJ, Krejbich-Trotot P, Robin S, Ribera A, 
Selambarom J, Gasque P. Emergence and clinical 
insights into the pathology of Chikungunya virus 
infection. Expert Rev. Anti Infect. Ther. 2010 ;  8, 
987–996 . 
 
14-. Lemant J, Boisson V, Winer A, Thibault L, 
André H, Tixier F, Lemercier M, Antok E, Cresta 
MP, Grivard P, Besnard M, Rollot O, Favier F, 
Huerre M, Campinos JL, Michault A. Serious 
acute chikungunya virus infection requiring 
intensive care during the Reunion Island outbreak 
in 2005-2006. Crit. Care Med. 2008; 36: 2536–
2541. 
 
15-. Solanki BS, Arya SC, and Maheshwari P. 
Chikungunya disease with nephritic presentation. 
Int. J. Clin. Pract.  2007; 61: 1941.  
 
16- Seymour RL, Rossi SL, Bergren NA, Plante 
KS, Weaver SC. The Role of Innate versus 
adaptive immune responses in a mouse model of 
O’nyong-nyong virus infection. Am J Trop Med 
Hyg. 2013 ; 88, no. 6 ,1170-79. 
 
17-Kiwanuka N,  Sanders EJ ,  Rwaguma EB,  et 
al., O'nyong-nyong fever in south-central Uganda, 
1996-1997: clinical features and validation of a 
clinical case definition for surveillance 
purposes.Clinical Infectious Diseases, 1999 ; 29, 
1243-50. 
 
18-- Posey DL, O'rourke T, Roehrig JT, Lanciotti 
RS, Weinberg M, Maloney S. O’nyong-nyong 
fever in West Africa. Am. J. Trop. Med. Hyg. 
2005 ;  73, 32 . 
 
19- Labadie K, Larcher T, Joubert C et al., 
Chikungunya disease in nonhuman primates 
involves long-term viral persistence in 
macrophages.  - J Clin Invest. 2010 ;  120, 894–
906. 
 
20- Schilte C, Couderc T, Chretien F,et al., Type I 
IFN controls Chikungunya virus via its action on 
nonhematopoietic cells, J Exp Med. 
2010;207:429-42. 
 
21- Bréhin AC, Casadémont I, Frenkiel MP, Julier 
C, Sakuntabhai A, Desprès P. The large form of 
human 2',5'-Oligoadenylate Synthetase (OAS3) 
exerts antiviral effect against Chikungunya virus. 




, Liu WJ, Prow NA, Geertsema C, 
Ligtenberg M, Vanlandingham DL, Schnettler E, 
Vlak JM, Suhrbier A, Khromykh AA, Pijlman GP. 
Chikungunya virus nonstructural protein 2 inhibits 
type I/II interferon-stimulated JAK-STAT 
signaling. J Virol. 2010 Oct;84(20):10877-87. doi: 
10.1128/JVI.00949-10. Epub 2010 Aug 4. 
 
23- Fros JJ, van der Maten E, Vlak JM, Pijlman 
GP. The C-terminal domain of chikungunya virus 
nsP2 independently governs viral RNA 
replication, cytopathicity, and inhibition of 
interferon signaling. J Virol. 2013; 87:10394-400.  
 
24- Fredriksson R, Lagerström MC, Lundin LG, 
Schiöth HB. The G-protein-coupled receptors in 
the human genome form five main families. 
Phylogenetic analysis, paralogon groups, and 
fingerprints. Mol Pharmacol, 2003 ; 63, 1256-
1272. 
 
25- Boulay F, Tardif M, Brouchon L, Vignais P. 
The human N-formylpeptide receptor. 
Characterization of two cDNA isolates and 
evidence for a new subfamily of G-protein-
coupled receptors. Biochemistry. 1990 ; 
29:11123-33. 
 
26- Murphy PM. The N-formyl peptide 
chemotactic receptors. In: Horuk R, editor. 
Chemoattractant ligands and their receptors. Boca 
Raton, FL: CRC Press, 1996:269–99.  
 
27- Le Y, Oppenheim JJ, Wang JM. Pleiotropic 
roles of formyl peptide receptors, Cytokine and 
Growth Factor Reviews. 2001 ; 12, 91–105. 
 
28- Fu H, Karlsson J, Bylund J, Movitz C, 
Karlsson A, Dahlgren C. Ligand recognition and 
activation of formyl peptide receptors in 




29- Babior BM. NADPH oxidase. Curr Opin 
Immunol 2004;16: 42-47. 
 
30- Halliwell B. Free radicals and antioxidants: A 
personal view. Nutr Rev. 2004; 52:253–265. 
31- Bokoch GM. Chemoattractant signaling and 
leukocyte activation. Blood. 1995; 86:1649-1660. 
 
32- De Leo FR, Quinn MT. Assembly of the 
phagocyte NADPH oxidase: molecular interaction 
of oxidase proteins. J Leukoc Biol. 1996; 60:677-
691. 
 
33- Paruch S, El-Benna J, Djerdjouri B, Marullo 
S, Perianin A. A role of p44/42 mitogen-activated 
protein kinases in formyl-peptide receptor-
mediated phospholipase D activity and oxidant 
production. Faseb J. 2006; 20:142-144. 
 
34- Dang PM, Stensballe A, Boussetta T, Raad H, 
Dewas C, Kroviarski Y, Hayem G, Jensen ON, 
Gougerot-Pocidalo MA, El-Benna J. A specific 
p47phox -serine phosphorylated by convergent 
MAPKs mediates neutrophil NADPH oxidase 
priming at inflammatory sites. J Clin Invest. 2006 ; 
116: 2033-43. 
 
35- Patel S, Djerdjouri B., Raoul-Des-Essarts R. 
Dang PMC, El-Benna J and Périanin A. Protein 
Kinase B (AKT) Mediates Phospholipase D 
Activation via ERK1/2 and Promotes Respiratory 
Burst Parameters in Formylpeptide-stimulated 
Neutrophil-like HL-60 Cells. J . Biol. Chem, 
2010 ; 285, 42, 32055-63.  
 
36- Rolas L, Makhezer M, Hadjoudj, S, El-Benna 
J, Djerdjouri, B., Elkrief L, Moreau R. and 
Périanin A. Inhibition of mammalian target of 
rapamycin aggravates the respiratory burst defect 
of neutrophils from decompensated cirrhotic 
patients. Hepatology. 2013 ;57:1163-71. 
 
37- Bréhin AC, Rubrecht L, Navarro-Sanchez 
ME, Maréchal V, Frenkiel MP, Lapalud P, Laune 
D, Sall AA, Desprès P. Production and 
characterization of mouse monoclonal antibodies 
reactive to Chikungunya envelope E2 
glycoprotein. Virology. 2008 ; 371, 185–195 
 
38- Kuhn RJ. 2007. Togaviridae:theviruses and 
their replication,p.1001–1022. In D. M. Knipe, P. 
M. Howley, D. E. Griffin, R. A. Lamb, M. A. 
Martin, B. Roizman, and S. E. Straus (ed.), Fields 
virology, 5th ed. Lippincott-Raven Publishers, 
Philadelphia, PA.  
 
39-- Shiose A, Kuroda J, Tsuruya K, Hirai M, 
Hirakata H, Naito S, Hattori M, Sakaki Y, 
Sumimoto H.A Novel Superoxide-producing 
NAD(P)H Oxidase in Kidney. J. Biol. Chem. 
2001 ; 276:1417-1423. 
40-Bedard K, Krause KH. NOX4 review: The 
NOX Family of ROS-Generating NADPH 
Oxidases: Physiol Rev. 2007; 87(1):245-313. 
 
41- Sourisseau M, Schilte C, Casartelli N, 
Trouillet C, Guivel-Benhassine F, Rudnicka D,  
Sol-Foulon N, Le Roux K, Prevost MC, Fsihi H, 
Frenkiel MP, Blanchet F, Afonso PV, Ceccaldi 
PE, Ozden S, Gessain A, Schuffenecker I, 
Verhasselt B, Zamborlini A, Saïb A, Rey FA, 
Arenzana-Seisdedos F, Desprès P, Michault A, 
Albert ML, Schwartz O. Characterization of 
reemerging chikungunya virus. PLoS Pathog. 
2007 Jun;3(6):e89. 
 
42 Allanore Y1, Borderie D, Périanin A, 
Lemaréchal H, Ekindjian OG, Kahan A. 
Nifedipine protects against overproduction of 
superoxide anion by monocytes from patients with 
systemic sclerosis. Arthritis Res Ther. 
2005;7(1):R93-100. Epub 2004 Nov 16. 
 
43. Higashijima T, Uzu S, Nakajima T, Ross EM.  
Mastoparan, a peptide toxin from wasp venom, 
mimics receptors  by activating GTP-binding 
regulatory proteins (G proteins). J Biol Chem. 
1988 May 15;263(14):6491-4. 
 
44- Perianin A, Snyderman R. Mastoparan, a wasp 
venom peptide, identifies two discrete 
mechanisms for elevating cytosolic calcium and 
inositol trisphosphates in human 
polymorphonuclear leukocytes. J Immunol. 1989 
Sep 1;143(5):1669-73. 
 
45-Perianin A1, Synderman R. Analysis of 
calcium homeostasis in activated human 
polymorphonuclear leukocytes. Evidence for two 
distinct mechanisms for lowering cytosolic 
calcium. J Biol Chem. 1989; 264:1005-9. 
 
46- Yamauchi J, Kawano T, Nagao M, Kaziro Y, 
Itoh H.  G(i)-dependent activation of c-Jun N-
terminal kinase in human embryonal kidney 293 
cells.  J. Biol. Chem.  2000; 275:7633-40 
47- Gutkind JS  Regulation of mitogen-activated 
protein kinase signaling networks by G protein-
coupled receptors. Sci STKE. 2000 Jul 11; 
2000(40):re1. Review. 
48-- Hoyal CR, Gutierrez A, Young BM, Catz SD, 
Lin JH, Tsichlis PN, Babior BM. Modulation of 
212 
 
p47PHOX activity by site-specific phosphorylation: 
Akt-dependent activation of the NADPH oxidase. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2003 ; 100, 5130–
5135. 
 
49-- Sarbassov DD1, Guertin DA, Ali SM, 
Sabatini DM. Phosphorylation and regulation of 
Akt/PKB by the rictor-mTOR complex. Science. 
2005 Feb 18;307(5712):1098-101. 
 
50- Joubert PE, Werneke SW, de la Calle C, 
Guivel-Benhassine F, Giodini A, Peduto L, 
Levine B, Schwartz O, Lenschow DJ, Albert ML.
 
Chikungunya virus–induced autophagy delays 
caspase-dependent cell death. J. Exp. Med. 2012 ; 
209,1029-1047. 
 
51- Das I, Basantray I, Mamidi P, Nayak TK, 
Chattopadhyay S, Chattopadhyay S. Heat Shock 
Protein 90 Positively Regulates Chikungunya 
Virus Replication by Stabilizing Viral Non-
Structural Protein nsP2 during Infection. PLoS 
One. 2014; 9(6):e100531. doi: 
10.1371/journal.pone.0100531. eCollection 2014. 
 
52- Savina A, Jancic C, Hugues S, Guermonprez 
P, Vargas P, Moura IC, Lennon-Duménil AM, 
Seabra MC, Raposo G, Amigorena S. NOX2 
controls phagosomal pH to regulate antigen 
processing during crosspresentation by dendritic 
cells. Cell. 2006 ;126, 205-18 
 
53- Pelletier S, Duhamel F, Coulombe P, Popoff 
MR, Meloche S. Rho Family GTPases Are 
Required for Activation of Jak/STAT Signaling by 
G Protein-Coupled Receptors. Mol Cell Biol. 
2003; 23:1316-33. 
 
54- Wu EH, Lo RK, Wong YH.  Regulation of 
STAT3 activity by G16-coupled receptors. 
Biochem Biophys Res Commun. 2003; 303 :920-
5. 
 
55- Cattaneo F, Iaccio A, Guerra G, Montagnani 
S, Ammendola R. NADPH-oxidase-dependent 
reactive oxygen species mediate EGFR 
transactivation by FPRL1 in WKYMVm-
stimulated human lung cancer cells. Free Radic 
Biol Med. 2011; 51:1126-36.  
 
56- Zhou Y, Bian X, Le Y, Gong W, Hu J, Zhang 
X, Wang L, Iribarren P, Salcedo R, Howard OM, 
Farrar W, Wang JM. - Formylpeptide receptor 
FPR and the rapid growth of malignant human 






Figure 1. ONNV inhibited the 
proliferation of HEK-fPR cells with a 
moderate alteration of fPR expression.  Cells 
were seeded at the density of 3x106 cells per 
100 mm-plate in 10 ml DMEM, and infected 
at MOI 0.1 and 0.4 for 40 H. Data represent 
the number of cells per plate before and after 
infection (n=5, *: P <0.05).  Panel B and C 
indicate the expression of fPR-YFP analyzed 
by FACS. The mean fluorescence intensity 
(MIF) was expressed as percentage of control 
(Panel B, n=4, *: P <0.05).  
 
Figure 2. ONNV block the activation 
of AKT/MAP kinases signaling pathway 
induced by fMLP but not PMA in HEK-fPR 
cells. Cells were cultured in the absence 
(control) or presence of ONNV at M0I 0.1 for 
40 H. Cells were collected and treated in 
suspension in the presence of 1 µM fMLP for 
1 and 3 min (F1’, F3’) or with 100 nM PMA 
for 5 min. A representative western-blot of 
phospho-AKT (P-pAKT), phospho-p-38 
MAPK, and phospho-ERK is shown in Panel 
A. The intensity of phosphorylation of 
effectors was quantified (Panel B-D) and 
expressed as percentage of the maximal 
response of control cells induced by 1 µM 
fMLP for 3 min (F3’).  The phosphorylation 
of effectors induced by 100 nM PMA for 5 
min (Panel E) was expressed as percentage of 
control values (n=4 separate experiments, *, 
P<0.05). 
 
Figure 3. ONNV impaired ROS 
production by HEK-fPR cells. HEK-fPR cells 
cultured in the absence (control) or presence 
of ONNV at M0I 0.1 for 40 H were collected 
and the production of ROS was assessed by 
chemiluminescence induced by µM fMLP or 
100 nM PMA. Results represent the peak of 
chemiluminescence response and are 
expressed as percentage of control values 
(mean of 4 experiments, *P<0.05)  
 
Figure 4. Infection of human 
monocytes with ONNV inhibited the 
activation of AKT/MAP kinases signaling 
pathway induced by fMLP and PMA. 
Monocytes were cultured in the absence 
(control) or presence of ONNV at M0I 0.1 and 
0.4 for 40 H. Adherent cells were harvested 
with PBS containing 5 mM EDTA, washed 
and suspended in HBSS for stimulation with 1 
µM fMLP for 0.5-3 min or with 100 nM PMA 
for 5 min. A representative western-blot of 
phospho-AKT (P-pAKT), phospho-p-38 
MAPK, and phospho-ERK is shown in Panel 
A. The intensity of effector phosphorylation 
induced by fMLP was quantified (Panel B-D) 
and expressed as percentage of maximal 
control response induced by 1 µM fMLP  
(Panel A-D and G, n=3-4 experiments). The 
phosphorylation of effectors induced by 100 
nM PMA for 5 min (Panel F and H) was 
expressed as percentage of control values 
(n=3 separate experiments, *, P<0.05). The 
expression of viral proteins (pE2, E2) was 
detected by western blot using a mouse 
antiserum against ChikV proteins (Panel E).  
 
Figure 5. ONNV impaired ROS 
production by human monocytes. Cells 
cultured in the absence (control) or presence 
of ONNV at M0I 0.4 for 40 H were collected 
and the production of ROS was assessed by 
chemiluminescence induced by µM fMLP 
(Panel A) or 100 nM PMA (Panel B), 100nM 
C5a or 15µM Mastoparan. Results represent 
the peak of chemiluminescence response, 
expressed as percentage of control values 
(mean of 4 experiments, *P<0.05)  
  
Figure 6: Proposed model for the 
inhibition of fPR- and PMA-mediated ROS 
production by ONNV. Stimulation of HEK 
cells via the G-protein coupled receptor fPR 
triggers a rapid activation of AKT, p38-
MAPK, p44/42-MAPK (ERK1/2) and 
production of ROS by NADPH oxidase. 
Infection of cells by ONNV inhibited the 
activation of the three protein kinases induced 
by via fPR stimulation but not by PMA in 
HEK cells. ONNV also inhibited PMA-
induced ROS production, which suggests two 
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distinct signaling steps of viral interference; at 
the fPR/G protein complex and NADPH 
































3 - Discussion générale 
Durant cette thèse, j’ai étudié deux niveaux de régulation majeure de la réponse anti-
infectieuse des neutrophiles humains, la signalisation qui contrôle la production de FRO via la 
NOX2 des neutrophiles sains induit par le récepteur de peptides formylés (fPR), et l’expression 
des composants du complexe NADPH Oxydase NOX2 dans des conditions 
physiopathologiques. Mes résultats montrent une contribution majeure de la protéine kinase 
mTOR dans la production d’anion superoxyde du neutrophile induite par le fMLP. La protéine 
kinase mTOR agit en amont de la p38-MAPK qui phosphoryle la sérine 345 de la p47phox. En 
outre, une dégradation protéolytique « soutenue» de la gp91phox (NOX2) induite par le fMLP a 
été observée dans les  neutrophiles impliquant l’élastase libérée à partir des granules primaires. 
Des travaux ont été également menés avec des neutrophiles de patients cirrhotiques en vue de 
valoriser les nouvelles fonctions de mTOR et tenter de comprendre la grande susceptibilité de 
ces patients aux infections microbiennes. Une forte défaillance de production d’anion 
superoxyde induite par le fMLP a été observée, et qui était aggravée par le traitement de ces 
neutrophiles par la Rapamycine, un inhibiteur de mTORC1. De plus, une expression défaillante 
de la gp91phox, p22phox, p47phox et mTOR des neutrophiles de patients a également été observée. 
L’élastase s’est révélée être une des candidates vraisemblables pour expliquer ces déficiences. 
Ces conclusions originales permettent de proposer un nouveau modèle de régulation de la 
NADPH oxydase d’une part via la protéine kinase mTOR et d’autre part par la protéase 
élastase. Ces résultats suggèrent la possibilité de retombées cliniques du fait des 
antagonistes de ces deux enzymes qui sont utilisés comme médicaments.  
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3.1.1 L’importance fonctionnelle de mTOR dans l’explosion oxydative des 
PN normaux 
Notre étude apporte ainsi de nouveaux éléments sur la manière dont les voies de 
signalisation du fPR régulent l’activité de la NADPH oxydase des neutrophiles humains.  La 
protéine kinase mTOR émerge comme un acteur important de cette régulation. En effet, la 
production d’O2- des neutrophiles induite par le fMLP a été inhibée de 40% suite au blocage 
pharmacologique de l’activité de mTORC1 par la Rapamycine (fig. 2 c et d, article 1). Cette 
contribution de mTOR a été confirmée par l’inhibition de l’expression de mTOR par des 
oligonuclétoides antisense  (100 nM) dans les cellules HL-60 différenciées en neutrophile. Une 
inhibition de 50% de la production d’anion superoxyde a été observée alors que la déplétion de 
mTOR n’était que d’environ 50%  (Fig. 5 a, b et c, article 1). Ceci suggère que la contribution 
de mTOR dans l’activation de la NOX2 serait en réalité beaucoup plus importante. 
Malheureusement, une plus forte concentration d’antisense (200 nM) n’a pas permis de dépléter 
mTOR davantage probablement en raison d’un stock de  mTOR déjà présente au début du 
traitement des cellules. Une déplétion partielle de mTOR a donc réduit plus efficacement la 
production d’anion superoxyde que le blocage total de l’activité de mTORC1 par la 
Rapamycine. Cela peut s’expliquer par le fait que la Rapamycine ne cible que mTORC1 alors 
que  la déplétion mTOR, réduit à la fois mTORC1 et mTORC2. D’autres équipes ont pu mettre 
en évidence dans des lignées MEF que la phosphorylation de 4EBP1, un des substrats de 
mTORC1, est plus fortement inhibée en utilisant un inhibiteur ciblant mTORC1 et mTORC2 
tel que la Torine 2, qu’en utilisant la Rapamycine (Thoren CC et al, 2009). Il pourrait alors être 
envisageable que l’inhibition simultanée de mTORC1  et mTORC2 réduise plus fortement la 
production d’O2- des neutrophiles stimulés par le fMLP que l’usage de la Rapamycine seule. 
Nos résultats préliminaires (Figure Annexe 1, C) confirment en effet que l’inhibition conjointe 
de mTORC1 et mTORC2 par PP242 qui inhibe de 80% la production d’anion superoxyde des 
PN stimulés par le fMLP par rapport aux 50% de la Rapamycine seule. 
Les résultats ont également montré que 20% des donneurs testés n’étaient pas sensibles 
à la Rapamycine. Cela pourrait venir du niveau d’expression de mTORC1 dans les neutrophiles 
de ces donneurs mais également du niveau de production basale de FRO. En effet, les résultats 
nous ont permis de constater qu’il existait de fortes variations d’expression de mTOR entre les 
différents donneurs (Fig 9 article 2). Chez ceux qui possèdent une expression réduite de mTOR, 
la kinase pourrait avoir une contribution réduite dans l’explosion oxydative. D’autres équipes 
ont pu montrer que la Rapamycine était inactivée par les FRO (Neklesa TK, PNAS 2008). Or, 
la production des FRO par les neutrophiles soit à l’état basal, soit induite par le fMLP peut là 
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aussi être variable entre les donneurs et pourrait alors expliquer pourquoi certains semblent 
moins sensibles à la Rapamycine. Les résultats indiquent, par ailleurs, que les effets inhibiteurs 
observés chez certains donneurs ne proviennent pas d’effets cytotoxiques. En accord avec cette 
hypothèse, la rapamycine (1 à 20 nM) n’a pas d’effet sur la production d’anion superoxyde 
induite par un activateur direct des PKC, le PMA (résultats non montrés), de même que le 
PP242 (Figure annexe 1C). 
 
3.1.2 Mécanismes d’action de mTOR :  
Le mécanisme par lequel mTOR contrôle la production d’O2- a été étudié par différentes 
approches complémentaires. Au niveau physiologique, en comparant les paramètres cinétiques 
de l’explosion oxydative et au niveau transductionnel en analysant la phosphorylation et la 
localisation subcellulaire d’effecteurs clés de l’explosion oxydative (MAPK, p47phox). La 
mesure en temps réel de la production d’anion superoxyde quantifiée par la technique  de 
réduction du cytochrome C apporte des informations sur la vitesse initiale contrairement  aux 
autres techniques courantes comme la cytométrie en flux. Les résultats ont ainsi montré que la 
rapamycine réduit la vitesse initiale de production d’O2- (Figure annexe 2, A). Cela indique que 
mTORC1 régule les mécanismes qui régissent l’activation de la NADPH oxydase, tels que la 
cascade de phosphorylation enclenchée suite à l’activation du fPR et /ou l’assemblage du 
complexe à la membrane. Parmi les nombreux effecteurs de la signalisation mobilisés dans les 
neutrophiles stimulés par le fMLP, les PKC ne semblent pas être inhibées par la Rapamycine 
car elle n’a pas modifié la production d’O2- induite par le PMA activateur direct des PKC 
(Résultats non montrés).  En revanche, la Rapamycine  inhibe la phosphorylation d’un site 
MAPK, la S345 de la p47phox (Fig 3A, B, C article 1) induite par le fMLP. Parmi les trois 
familles majeures de MAPK, deux sont principalement impliquées dans la production d’anion 
superoxyde, la p38-MAPK et ERK1/2. Les résultats indiquent cependant que c’est la p38-
MAPK qui est préférentiellement activée en aval de mTOR. Ceci repose sur le fait  que les 
valeurs d’IC50 d’inhibition par la Rapamycine sont identiques pour l’inhibition des 
phosphorylations de p47phox S345 (3-5 nmol/L) et p38-MAPK (3-5 nmol/L) et de la production 
d’O2-° (Figure Annexe 2, B). En revanche, concernant la phosphorylation de ERK1/2, cette IC50 
était bien plus élevée (20 nmol/L), indiquant un rôle mineur de ERK dans la voie de mTOR. 
Cependant, les mécanismes par lesquels mTOR active les MAPK  ne sont pas connus et restent 
donc à élucider. Nos résultats préliminaires d’immuno-précipitation montrent que mTOR se 
retrouve dans un  complexe avec p38-MAPK dans les PN stimulés par fMLP (Figure annexe 3, 
A). MTOR peut ainsi activer  directement ou indirectement soit le module RAF1/MEK3/6/p38-
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MAPK ou directement les p38-MAPK du PN. Quelque soit le mécanisme (voir ci-après), cette 
étude démontre ainsi l’existence d’une nouvelle voie de signalisation mTORC1/p38-
MAPK/p47phoxS345 qui est mobilisée par le fMLP pour activer la NOX2. Cette voie a été 
également confirmée dans le modèle de déplétion de mTOR dans les lignées HL60 
différenciées.  
Cependant, il nous a semblé nécessaire de vérifier  l’importance physiologique du nouvel 
axe de signalisation AKT/mTORC1/p38-MAPK/p47phox/NOX2, qui nous semble émergeant 
dans les PN normaux stimulés par le fMLP. Ainsi, la surexpression d’AKT dans des lignées 
HEK-293T exprimant stablement le fPR a en effet potentialisé les phosphorylations de mTOR 
(S2448) et p38-MAPK (Figure annexe 3, B et C) tandis que l’inhibition pharmacologique 
d’AKT dans des neutrophiles stimulés par fMLP a eu l’effet inverse en réduisant les 
phosphorylation de mTORC1 et p38-MAPK induites par le fMLP (Figure annexe 3, D et E). 
Quelques données bibliographiques attestent de l’existence de ce couplage. Ainsi, l’activation 
de mTORC1 par AKT est documentée selon 3 mécanismes : Une phosphorylation directe de la 
kinase mTOR in vitro (Sekulic A et al, 2000), via l’inhibition de l’hétérodimère TSC1/TSC2 
(Inoki K et al, 2002) ou encore via l’induction de la dégradation du répresseur de mTORC1, 
PRAS40 (Wiza C et al, 2012). Quant au couplage transducionnel mTOR/p38-MAPK, il est 
démontré dans notre étude (Article 1) indiquant  que la Rapamycine inhibe la phosphorylation 
de p38-MAPK induite par le fMLP  (Rolas L et al, 2013). D’autres travaux montrent que 
mTORC1 se retrouve en amont de la p38-MAPK car son inhibition a été observée lors de 
l’usage de la Rapamycine afin de prévenir la resténose lors de la pose d’un stent au niveau 
d’artères (Omura T et al, 2005). Le substrat direct de mTOR, la kinase S6K1 pourrait participer  
en retour à l’activation du module MAPK, comme le suggèrent les résultats d’une analyse in 
silico (Figure annexe 2A). Enfin, la voie p38-MAPK/p47phox est démontrée in vitro par le fait 
p38-MAPK phosphoryle directement  la sérine 345 de la p47phox (El Benna J et al, 1996), que 
dans  les PN,  l’inhibiteur de la p38-MAPK inhibe la phosphorylation de la p47phox (Dang PM 
et al, 2006). Enfin, dans les PN stimulés par fMLP, la Rapamycine inhibe la phosphorylation 
de la p38-MAPK et p47phox(S345) avec la même valeur d’IC50 (3-5 nM), ce qui est faveur de 
l’axe mTOR/p38MAP/p47phox.  
D’autres groupes utilisant des lignées cancéreuses montrent au contraire que l’inhibition 
de mTOR par la Rapamycine conduit à l’augmentation de la phosphorylation des MAPK 
(Carracedo A, JCI 2008). Nous avons également observé qu’en absence de stimulation des PN, 
la Rapamycine (Fig. 3 Article 1) et la déplétion de mTOR (Fig.5E Article 1)  entrainent 
l’augmentation de la phosphorylation basale de la p47phox(S345) et de p38-MAPK. Plusieurs 
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explications peuvent être proposées : Le mode d’activation de mTOR pourrait conditionner la 
manière dont elle régule la signalisation en aval, notamment si elle se retrouve à la membrane 
plasmique suite à la stimulation des neutrophiles par le fMLP ou au niveau de la membrane 
lysosomale. Une inhibition des phosphatases peut également être envisagée puisqu’il a été 
montré que mTOR pouvait également inhiber la phosphatase PP2A dans des cellules 
cancéreuses (Hui L et al, 2005), or l’activation du module MAPK peut être régulée par la 
phosphatase PP2A dans les neutrophiles humains. En absence d’activation des neutrophiles, la 
levée de l’inhibition des phosphatases via la Rapamycine pourrait entraîner la phosphorylation 
des MAPK.  
Afin de comprendre par quel mécanisme mTOR pourrait  induire la phosphorylation de 
p38-MAPK une analyse in-silico basée sur la connaissance du motif consensus de 
phosphorylation de mTOR (WY/x/x/AP/GP/phosphorylation/FPLWYV/H (Hsu PP, Science 
2011)) a été réalisée (figure annexe 2, A). Elle révèle que mTORC1 n’est pas un candidat pour 
la phosphorylation directe de la Thr-180 de la p38-MAPK ou de la Thr-202 de ERK1/2, sites 
activateurs de ces MAPK, mais qu’à l’inverse l’un de ses substrats connus, S6K1, serait capable 
de phosphoryler Raf-1 sur les sites activateurs Ser-259 ou Ser-338 qui conduisent à l’activation 
de ERK et pourrait également phosphoryler ASK1 (aussi appelé MAP3K5) sur les sites 
activateurs Ser-83 ou Ser-966 afin d’entraîner l’activation de la p38-MAPK. Ces nouveaux 
éléments permettent donc de renforcer nos résultats d’autant que dans le neutrophile, la voie 
S6K est activée par l’acide phosphatidique généré par la PLD2 (Frondorf K et al, 2010) qui, 
elle-même, est fortement activée par le fMLP (Paruch S et al, 2006). Par ailleurs, cette approche 
informatique permet également de supposer que mTORC1 pourrait directement phosphoryler 
certains composants du complexe NADPH oxydase sur des sites importants pour leur 
activation : la p47phox sur les Ser-345 et Ser-359 (Boussetta T, Blood 2010 ; Johnson JL, JBC 
1998), la Ser-337 de la p40phox qui participerait à sa liaison à la p67phox (Wilson MI, MC 2003), 
la p22phox au niveau de la Thr-132 et enfin au niveau de la Thr-108 de Rac2 un site non identifié 
sur la protéine mais déjà identifié sur Rac1 (Tong J, MCB 2013). Ces hypothèses 
contribueraient à donner à mTORC1 un rôle encore plus large dans l’activation du complexe 
NADPH oxydase en plus de sa capacité d’induire l’activation des MAPK que nous avions 




3.1.3 L’assemblage du complexe NADPH oxydase à la membrane est 
indépendante de mTOR 
L’assemblage du complexe NADPH oxydase à la membrane est une étape essentielle 
de l’explosion oxydative dans les neutrophiles. Afin d’examiner si mTOR pouvait réguler cet 
assemblage de la NADPH oxydase, nous avons testé les effets de la Rapamycine sur des cellules 
stimulées ou non par le fMLP. Les suggèrent montrent que mTORC1 ne contrôlerait pas 
l’assemblage du complexe NADPH oxydase (Figure 4, article 1). Cependant, le fait que la 
production de FRO induite par fMLP soit inhibée par la Rapamycine, au contraire de la 
translocation des éléments cytosoliques du complexe, suggère que cette étape de translocation 
à la membrane n’est pas indispensable pour l’activation de la NADPH oxydase sous fMLP. Des 
travaux précurseurs de Dusi et collaborateurs sont en faveur de ce découplage puisqu’ils 
montrent que l’inhibition des sérines/thréonines kinases par la staurosporine n’affecte pas la 
translocation à la membrane plasmique de p47phox/p67phox induite par le fMLP malgré 
l’inhibition de la production de FRO induite par le fMLP (Dusi S, Biochem J 1993). 
L’association de la p38-MAPK à la membrane n’est pas une chose de bien documentée. Elle 
est connue pour être cytosolique et capable de transloquer dans le noyau. Cette présence de 
p38-MAPK à la membrane soulève la possibilité que la p38-MAPK puisse phosphoryler la 
p47phox cytosolique mais également membranaire. 
 
3.1.4 mTOR régule l’expression de la gp91phox du PN 
Une expression adéquate des composants de la NADPH oxydase est nécessaire pour 
réguler une production de FRO suffisamment forte pour que les neutrophiles puissent éliminer 
les bactéries. Cependant, la contribution de mTOR dans l’expression des éléments de la 
NADPH oxydase n’avait jamais été étudiée jusque-là. Nos résultats ont montré une nouvelle 
propriété de mTOR. En effet, le traitement des neutrophiles avec la Rapamycine pendant 1 
heure a  réduit l’expression  basale de la NOX2 (Fig.9 article 2), indiquant que l’expression de 
la NOX2 serait constitutive et régulée par   mTORC1. Nous n’avons néanmoins pas effectué 
de cinétique de traitement avec la Rapamycine afin d’examiner si cette inhibition d’expression 
de NOX2 pouvait être compatible avec l’inhibition de la production d’O2- de neutrophiles 
prétraités par la Rapamycine pendant 20 min. Cependant, des travaux réalisés dans des lignées 
hépatiques H4IIE ont montré une synthèse rapide de nouvelles protéines dépendante de mTOR, 
après 1h de stimulation des cellules par les hormones de croissance et qui était bloquée par la 
Rapamycine (Hayashi AA et Proud CG et al, 2007). L’inhibition de l’expression de la NOX2 
induite par la rapamycine peut également impliquer d’autres mécanismes notamment des 
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protéases puisque nos résultats de la 2ème partie montrent que la NOX2 peut subir une 
dégradation protéolytique dans les neutrophiles (Fig. 3 manuscrit 2). Cette hypothèse peut 
résulter de l’activation de l’autophagie consécutive à l’inhibition de mTOR par la Rapamycine 
(Hosokawa T et al, 2009).  
 
3.1.5 La contribution de mTORC1 dans l’activité antibactérienne du PN 
Le fait que mTOR  régule la production de FRO des neutrophiles stimulés par le fMLP 
suggère qu’elle contribue également aux fonctions antibactériennes des neutrophiles. Afin de 
vérifier cela, l’effet de la Rapamycine a été examiné sur la phagocytose d’E.Coli par les PN 
d’une part, et leur activité antibactérienne, d’autre part. Les résultats ont alors montré que 
mTORC1 ne contrôle pas les processus d’englobement des bactéries mais contrôle bien 
l’activité antibactérienne du neutrophile induite par le fMLP (Fig.6 Article 1). Ce modèle de 
bactéricidie induit par le fMLP est fortement dépendant des FRO puisque la stimulation des 
neutrophiles en suspension par le fMLP génère une faible dégranulation (Rainger GE et al, 
1998) et nécessite souvent l’utilisation de cytochalasine B pour être mesurable. Ce résultat 
indique alors que l’axe mTOR/p38-MAPK/p47phox/NOX2 joue un rôle central dans l’activité 
antibactérienne des neutrophiles. Néanmoins, les FRO ne sont pas seuls à contribuer à l’activité 
antibactérienne des PN ;  les formes réactives dérivées de l’azote, la NETose et les protéases 
dégranulées y participent activement. Or, une déficience de l’activité MPO a été observée chez 
les PN de patients cirrhotiques (Garfia C, J Hepatol 2004) en accord avec les travaux en cours 
dans le laboratoire par Boussif A. et collaborateurs (manuscrit, soumis, résultats annexes). Il 
serait donc intéressant d’étudier si mTOR contrôle également les mécanismes de défense 
antibactérienne du PN indépendants de l’oxygène.  
L’ensemble de nos résultats obtenus dans cette première partie avec des neutrophiles 
normaux suggère que les stratégies qui consistent à inhiber l’activité de mTOR chez des patients 
défaillants pour la  production de FRO pourraient être nuisibles et entraineraient une 
susceptibilité accrue aux infections bactériennes. Cependant, l’importance de mTOR dans la 
régulation des neutrophiles de patients immunodéprimés reste non étudiée. 
3.1.6 Défaillance de la production d’O2- des PN de patients cirrhotiques et 
son aggravation par la rapamycine 
Dans le but de déterminer l’importance physiopathologique de mTOR, nous avons comparé 
l’état d’activation de la nouvelle voie de signalisation mTOR/MAPK/p47phox/NOX2 dans les 
neutrophiles de patients ayant une cirrhose hépatique alcoolique avancée et dans les 
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neutrophiles normaux.  Ces patients  atteints de formes graves de cirrhose hépatique alcoolique, 
forme dite décompensée, sont caractérisés par un sepsis, c’est-à-dire des infections bactériennes 
généralisées. Leur taux de mortalité est très élevé atteignant les 70% à un an (D’Amico G et al, 
2006) et le seul traitement envisageable est la transplantation d’un nouveau foie.  
Nos résultats montrent une grave déficience de la production d’anion superoxyde induite 
par le fMLP (Fig. 1, article 1). De plus, cette défaillance est aggravée par la Rapamycine. Ces 
taux réduits de production d’O2- des neutrophiles de patients traités par la Rapamycine sont du 
même ordre que la quantité d’O2- produite par certains patients CGD et qui développent des 
infections bactériennes répétées  (Bohler MC et al, 1986). Ainsi, l’utilisation de la Rapamycine 
chez des patients cirrhotiques pourrait donc aggraver  leur susceptibilité aux infections 
bactériennes.  De manière remarquable, la production d’O2-° des PN de patients cirrhotiques 
n’était plus potentialisable par la cytochalasine B, contrairement aux PN sains (Fig 1, article 1). 
Ceci suggère que des altérations biochimiques acquises au cours de la cirrhose hépatique 
alcoolique altèrent leur cytosquelette. Cela pourrait expliquer la défaillance de migration des 
neutrophiles des patients cirrhotiques observée par d’autres groupes (DeMeo AN et al, 1972) 
et de la dégranulation induite par le fMLP (Boussif Abdelali, manuscrit en annexe).  
D’autres équipes ont montré  une association entre la faible production d’O2- des PN de 
patients cirrhotiques et l’état d’avancement de leur maladie (Garfia C, J Hepatol 2004). Cette 
défaillance n’était pas propre à une stimulation des PN par le fMLP mais était également 
présente suite à la stimulation des PN par le Zymosan, TNF et NaF (un activateur de protéines 
G trimériques). Ce résultat renforce notre hypothèse suggérant que ces déficits résultent 
préférentiellement de modifications de la signalisation intracellulaire. Une déficience au niveau 
de la PLC a été montrée (Garfia C, J Hepatol 2004). Plusieurs travaux montrent cependant 
qu’une fraction des neutrophiles de patients cirrhotiques développent une production spontanée 
de FRO (Mookerjee RP et al., 2007 ; Bruns T et al, 2011) dont l’intensité est corrélée à 
l’avancement de la pathologie (Bruns T et al, 2011). Ces travaux de Bruns et collaborateurs 
précisent par ailleurs que ces neutrophiles de patients cirrhotiques infectés qui produisent 
spontanément des FRO développent une réponse diminuée lorsqu’ils sont mis en présence d’E-
Coli opsonisées. Le mécanisme de cette inhibition  n’a pas été exploré. Il est possible 
d’envisager que les PN des patients subissent une désensibilisation de leurs voies de 
signalisation, lors d’une infection généralisée. Alternativement, une perte de récepteurs de 
surface impliqués dans les reconnaissances des bactéries ou encore une dégradation de la NOX2 
ne sont pas à négliger. Dans  notre cohorte de patients cirrhotiques,  l’expression des récepteurs 
du fMLP (fPR) n’était pas modifiée (Boussif, manuscrit en annexe).  
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De nouvelles études chez la souris redonneraient un intérêt à la Rapamycine comme 
traitement pour la cirrhose hépatique. Ces études montrent en effet qu’elle entraîne un 
ralentissement de la progression de la cirrhose hépatique murine et une réduction de la 
destruction du foie (Neef M. J Hepatol, 2006 ; Wang W, PLoS One 2014). Nos résultats 
permettent néanmoins de soulever de nécessaires précautions sur l’usage de la Rapamycine 
comme moyen de lutte contre la cirrhose hépatique alcoolique décompensée puisqu’ils 
montrent une forte réduction de la production d’O2- des neutrophiles de ces patients. Cette 
précaution est corroborée par plusieurs faits. Tout d’abord, des études cliniques chargées 
d’évaluer l’efficacité du médicament dans le cadre de transplantations de reins ou de foie et ont 
mis en évidence une augmentation des infections bactériennes chez les patients traités par la 
Rapamycine (Fisher A, Liver Transpl 2004) par rapport à d’autres patients transplantés et traités 
par Tacrolimus, un autre immunodépresseur utilisé afin de prévenir le rejet de greffes. Ensuite, 
des travaux récents montrent que la diminution des fonctions antibactériennes des neutrophiles 
circulant était corrélée au développement d’infections, de dysfonctionnement d’organes et 
compromettait la survie immédiate des patients après 90 jours à 1 an (Taylor NJ, Aliment 
Pharmacol Ther 2014). Il s’avère donc souhaitable de ne pas aggraver la faiblesse des fonctions 
de défense des PN de patients à un stade avancé de leur cirrhose hépatique mais de tenter de 
comprendre ces défaillances pour les corriger. 
3.1.7 Les défaillances moléculaires de l’explosion oxydative des PN de 
patients cirrhotiques  
Le déficit de production d’O2-° par les PN de patients cirrhotiques nous a permis  d’identifier 
deux niveaux de défaillance moléculaire. Le premier est caractérisé par un défaut de 
phosphorylation d’effecteurs transductionnels internes tels que p38-MAPK, p47phox (Fig1 
Article 1) et p44/42-MAPK (Boussif A et al, manuscrit 3) dans les PN stimulés par le fMLP 
sans altération de leur taux d’expression. Ces résultats permettent de confirmer les précédents 
travaux qui attribuent une contribution centrale de la p38-MAPK dans l’explosion oxydative 
du PN via sa capacité à phosphoryler les éléments de la NADPH oxydase tels que la p47phox et 
la p67phox (Dang MC et al, 2003).  
Par ailleurs, des défaillances d’autres effecteurs majeurs de l’explosion oxydative, 
notamment  les PKC,  sont également  envisageables. En effet,  d’autres groupes ont montré un 
déficit de l’explosion oxydative des PN de patients cirrhotiques induite par le PMA (Szuster-
Ciesielska A et al, 2002). Nos résultats (non publiés) confirment cette conclusion néanmoins 
certains patients n’ont pas manifesté de défaillance des PKC, en accord avec les travaux de 
Garfia (Garfia 2004). Ces différences pourraient s’expliquer par plusieurs facteurs notamment, 
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l’état d’avancement de la maladie, les conditions expérimentales utilisées pour quantifier 
l’explosion oxydative (concentrations de PMA trop élevées, mesure  de FRO par cytométrie en 
flux ou par réduction du cytochrome C) ou encore les traitements médicaux que subissent les 
patients. Dans la mesure où le PMA active directement les PKC et que celles-ci activent 
directement la NADPH oxydase, ces résultats suggèrent que les défaillances induites par la 
cirrhose alcoolique pourraient altérer directement les PKC et/ou les composants de l’oxydase, 
ce qui a motivé  notre intérêt pour cette 2ème partie de ma thèse.  
Le 2ème type d’altération est caractérisé par  un déficit  d’expression de la gp91phox, de la 
p22phox, p47phox ainsi que la protéine mTOR (Fig.1 et 9, manuscrit 2).  Cependant, il est difficile 
de se prononcer sur l’importance de ces déficits d’expression par rapport aux défaillances des 
voies de signalisation qui contrôlent le complexe. Afin de comprendre davantage les origines 
possibles  de ce déficit d’expression des PN des patients, la quantité d’ARN messager présent 
a été quantifiée afin de déterminer si une synthèse réduite de ces protéines pouvait expliquer 
leur déficit respectif d’expression. Néanmoins, comme aucune différence n’a été observée par 
rapport aux PN sains (Figure1E,  manuscrit 2), cela nous a permis de suggérer que l’activité 
transcriptionnelle des neutrophiles de patients cirrhotiques n’était pas réduite au cours de la 
pathologie. 
La dégradation de protéines est un des mécanismes d’inhibition des neutrophiles. Il est bien 
établi, par exemple, qu’une fois stimulés, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont 
internalisés et dégradés, rendant les cellules réfractaires ou moins réactives à de nouvelles 
stimulations. Les récepteurs aux chimiokines CXCR1 et CXCR2 des neutrophiles qui lient 
l’IL8 sont dégradés par les métalloprotéinases, et ce mécanisme réduit la capacité qu’ont les 
neutrophiles à répondre à un nouveau chimioattractant CXC (Doroshenko T et al, 2002). Par 
ailleurs, plusieurs études indiquent que les PN de patients cirrhotiques sont déjà activés dans le 
sang puisque une augmentation de l’expression membranaires des molécules stockées dans les 
granules comme le CD11b, une augmentation de la production basale de FRO (Taïeb et al, 
2000 ; Mookerjee RP et al., 2007 ; Bruns T et al, 2011) ou une concentration élevée de MPO 
dans le plasma (Nakamuta, Hepatology 1993) ont été observés.  Cependant, à ce jour un rôle 
des protéases des PN dans la régulation de l’expression de la NADPH oxydase est resté inconnu.    
 Nos résultats indiquent que la stimulation des neutrophiles de donneurs sains par le  fMLP 
induit une dégradation protéolytique rapide de la gp91phox comme le démontre la perte 
progressive de la bande mère (91 kDa) et la génération simultanée d’un produit de dégradation 
d’environ 20 kDa. Ce résultat est confirmé à l’aide d’un autre anticorps reconnaissant également 
la partie extracellulaire de la gp91phox (Figure annexe 4).  L’expression de la p22phox a elle aussi 
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été réduite suite à cette stimulation mais plus tardivement (figure 2, manuscrit 2). A l’inverse, 
ni l’expression de la p47phox, ni celle de la p67phox, n’ont été modifiées par cette stimulation. La 
diminution d’expression de la gp91phox apparaît plus précocement (dès 15 à 20min) que la 
diminution de la p22phox (figure 2, manuscrit 2). Cela suggère que c’est la gp91phox qui subirait 
d’abord une dégradation protéolytique, la diminution de la p22phox en serait une conséquence 
s’expliquant alors par l’instabilité de la protéine en absence de gp91phox. Une telle observation 
a été proposée avec les patients CGD où une diminution de l’expression de la p22phox a été 
observée alors que seul le gène codant pour la gp91phox était muté (Parkos CA et al, 1989). M.T. 
Quinn et collaborateurs avaient déjà observé que la dégradation de la gp91phox était possible 
après traitement d’une préparation  de membranes de  neutrophiles par une protéase bactérienne 
(V8). Ils avaient également observé l’apparition de deux produits dégradés d’une vingtaine de 
kDa (Quinn MT et al, 1992). D’autres équipes ont également fait état d’une dégradation de la 
gp91phox via divers autres mécanismes : une implication du protéasome entrainant une 
diminution de la production de FRO induite par le PMA (Chen ATVB 2012) mais également 
via un nouveau phénomène qui implique une protéine membranaire NRROS (Negative 
Regulator of ROS) et qui contribue elle aussi à la dégradation protéolytique de la gp91phox après 
activation des PN (Rajkumar Nature 2014). Par rapport à cela, nos résultats obtenus avec des 
PN sains montrent que cette dégradation de la gp91phox est un moyen de réguler le niveau 
d’expression membranaire de la gp91phox/p22phox. Cette dégradation est observée dès 
l’utilisation de faibles concentrations de fMLP (25 nM)  (Fig. S1, manuscrit 2). Cependant, 
dans un contexte d’inflammation chronique comme dans le cas de la cirrhose hépatique 
alcoolique décompensée, une diminution de l’expression de la gp91phox pourrait donc contribuer 
aux déficits de production de FRO par les PN.   
 
 
3.1.8 L’élastase contribue à la dégradation protéolytique de gp91phox induite 
par le fMLP dans les neutrophiles, et dans le plasma des patients 
cirrhotiques. 
Afin d’identifier les protéases potentiellement responsables de la dégradation de la 
gp91phox, une analyse informatique a été entreprise  à l’aide de la banque de donnée MEROPS 
(Table S1 manuscrit 2). L’avantage de cette approche réside  dans le fait qu’elle a été initiée à 
l’aveugle, c’est à dire qu’à partir de la séquence de la gp91phox, l’interrogation de la base de 
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donnée permet d’identifier toutes les protéases qui ont une probabilité de cliver la gp91phox. 
Parmi les  6  protéases identifiées, l’élastase s’est avérée la seule protéase issue du neutrophile.  
Afin d’étudier un rôle de l’élastase dans la dégradation de la gp91phox des neutrophiles, 
deux approches complémentaires ont été initiées. La première a consisté à traiter les 
neutrophiles par l’élastase purifiée et la deuxième à l’aide de l’inhibiteur pharmacologique de 
l’élastase (NEI) utilisé en clinique (Revue Obbayashi H et al, 2002), le N-(Methoxysuccinyl)-
L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-Valine chloromethylketone dont les effets ont été examinés  sur 
la dégradation de la gp91phox induite par le fMLP ou le surnageant issu de la dégranulation des 
neutrophiles. Les résultats montrent que l’élastase purifiée induit une dégradation du même 
ordre que celle observée avec fMLP. Par ailleurs, l’inhibiteur de l’élastase bloque bien la 
dégradation de gp91phox induite par le fMLP et le surnageant de dégranulation, suggérant  une 
contribution de l’activité de l’élastase. A ce stade de l’étude,  le mode d’action exact de 
l’élastase reste à clarifier, impliquant potentiellement une dégradation directe des boucles 
externes de la gp91phox (page 53), et/ou un effet indirect sur d’autres protéines membranaires 
pouvant induire un processus de dégradation intracellulaire de la gp91phox.  
L’élastase est une protéase dont le motif consensus de clivage est très hétérogène 
rendant alors difficile la caractérisation précise d’un site de clivage. Afin de tenter d’identifier 
la ou les  régions de la gp91phox préférentiellement ciblées, l’analyse de la forme de bas poids 
moléculaire de la gp91phox a été effectuée en utilisant trois anticorps dirigés contre 3 épitopes 
différents de la gp91phox, respectivement contre la dernière boucle extracellulaire, contre le 
domaine FAD et enfin contre le domaine NADPH (Figure annexe 4, D). Les deux anticorps 
dirigés contre les domaines FAD et NADPH reconnaissent deux peptides de bas poids 
moléculaires, l’un faisant approximativement 26-28 kDa et l’autre 22-24 kDa tandis que 
l’anticorps reconnaissant la dernière boucle extracellulaire ne reconnaît que le peptide 26-28 
kDa. Ce résultat suggère alors qu’un site de coupure après la dernière boucle extracellulaire 
pourrait être considéré. Cependant à l’aide des données de la littérature  (O’Donoghue AJ et al, 
2013), 3 autres sites de clivages sont envisageables. Un site au niveau de la Valine en position 
90 mais qui supposerait une 2e coupure autour de la position 270, dans la dernière boucle 
extracellulaire, afin de générer un produit de dégradation de 20 kDa. Ceci serait en accord avec 
nos observations et les travaux de Quinn et collaborateurs  avaient identifié ces produits 
dégradés (28 et 22 et 14kDa) après traitement de la gp91phox purifiée ou des membranes de PN 
avec la protéase V8 de la bactérie S. aureus (Quinn MT et al, 1992) De plus, la forme 28 kDa 
continue à se dégrader en faveur de la forme 22 kDa et ces produits dégradés contiennent l’hème 
associé à la gp91phox sur les transmembranes III et V (Quinn MT et al, 1992). Un autre site de 
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clivage prédit informatiquement se situerait au niveau de la 2e boucle après l’isoleucine en 
position 160. Le premier produit dégradé généré serait d’approximativement 18 kDa et 
comprendrait les glycosylations. Cependant on ne peut pas exclure la possibilité que l’élastase 
puisse également indirectement induire l’activation d’autres protéases dans le milieu 
extracellulaire. Alternativement, l’élastase pourrait agir  au niveau intracellulaire comme le 
suggèrent certains travaux (Le Gars M et al, 2013 ; Houghton AM et al, 2010) et dégrader 
directement la portion intracellulaire de la gp91phox ou en réduisant l’expression de protéines 
chaperonnes. Il serait ainsi important d’évaluer l’effet de l’élastase sur l’activité de NRROS ou 
HSP70 impliquées dans la dégradation protéolytique de la gp91phox (Noubade R et al, 2014 ; 
Chen F et al, 2012) ou sur l’expression de HSP90 qui protège la gp91phox de l’ubiquitinylation 
et de sa dégradation par le protéasome (Chen F et al, 2012). Cette dernière hypothèse est 
problable car le prétraitement des PN par l’inhibiteur du protéasome (MG132) dans nos 
conditions inhibe la dégradation de la gp91phox induite par le fMLP (Figure Annexe 6).  
La possibilité que l’élastase puisse avoir un rôle pathologique est suggérée par le fait qu’elle 
est fortement présente dans le plasma des patients cirrhotiques. Sa contribution dans les 
déficiences d’explosion oxydative des neutrophiles a pu être montrée par plusieurs approches 
notamment avec le plasma des patients qui inhibe fortement l’explosion oxydative des PN sains 
comparativement au plasma d’individus sains, l’inhibiteur de l’élastase a un effet protecteur. 
Enfin,  le plasma des patients induit la diminution de l’expression membranaire de la gp91phox 
à la surface des neutrophiles sains, effet  qui est  prévenu par l’inhibiteur de l’élastase (Figure 
6, manuscrit 2). Ces résultats suggèrent donc fortement que l’élastase présente dans le plasma 
des patients pourrait être fortement impliquée dans la défaillance d’expression et d’activité 
NADPH oxydase observée chez les patients cirrhotiques. Cette implication pathologique  de 
l’élastase est en accord avec d’autres travaux qui montrent une corrélation entre la sévérité des 
maladies chroniques du foie et la forte concentration d’élastase dans le sang de ces patients 
(Stanley AJ et al, 1996). Nos travaux permettent ainsi de décrire un nouveau mécanisme de 
régulation de l’expression de la gp91phox des neutrophiles sains impliquant l’élastase. Ce 
mécanisme serait prédominant chez les patients ayant une cirrhose hépatique décompensée. 
L’élastase est par ailleurs impliquée dans de nombreuses autres pathologies notamment 
pulmonaires (Shapiro SD et al, 2003) ou cardiovasculaires (Alam SR et al, 2012). Dans la 
mucoviscidose, l’élastase a été aussi impliquée dans la dégradation du CXCR1 (récepteur de 
l’IL8) à la surface des neutrophiles et est impliquée dans la réduction des fonctions de défense 
des neutrophiles (Hartl D et al, 2007). La dégradation de la gp91phox par l’élastase pourrait 
répondre au paradoxe de la mucoviscidose montrant une accumulation des neutrophiles dans 
231 
les poumons mais incapable d’éliminer les infections bactériennes. En outre, l’élastase agit  
aussi sur le mucus pulmonaire et aggrave la pathologie (Amitani R et al, 1991). L’élastase est 
impliquée dans l’emphysème pulmonaire (Shapiro SD et al, 2003) et son inhibiteur, le NEI, 
utilisé comme médicament a des effets protecteurs (Kuna P et al, 2012). Nos résultats obtenus 
en incubant des PN avec le plasma des patients en présence de NEI pendant 12H (Figure 6, 
manuscrit 2), montrent cependant que ce traitement favorise l’hyperexpression de la gp91phox. 
Ce résultat inattendu, s’il se confirme, soulèverait des questions quant aux conséquences 
éventuelles de la surexpression de la gp91phox des PN dans les poumons des patients.  
Au niveau des maladies cardiovasculaires les neutrophiles ont été rapportés comme jouant un 
rôle majeur dans la formation de thrombose par l’intermédiaire de l’action conjointe de sérines 
protéases et des NET (Massberg S et al, 2010). L’élastase libérée par les neutrophiles induit la 
mort cellulaire par protéolyse et a un effet  délétère pour les tissus vasculaires. Au cours du 
thrombus mural, c’est-à-dire au niveau des cavités du cœur, durant l’anévrisme, notamment de 
l’aorte, il a été rapporté que l’élastase se trouvant aux niveaux des thrombus empêche 
l’accrochage spontané des cellules mésenchymateuses à la matrice de fibrine. Ceci peut être un 
mécanisme par lequel l’élastase contribue à favoriser les anévrismes de l’aorte  en empêchant 
la colonisation des thrombus (Fontaine V et al, 2004). 
 
3.1.9 La défaillance de la production de FRO par les PN de patients peut 
être corrigée via l’activation des TLR7/8 -  Un espoir thérapeutique ! 
Au terme de notre étude expérimentale des dysfonctions des  PN de patients cirrhotiques, il 
apparait que la défaillance de leur production de FRO  met en jeu plusieurs processus sans doute 
imbriqués comportant une dégradation de la gp91phox membranaire par des protéases 
principalement par l’élastase, un défaut de resynthèse de la NOX2 mais également un déficit 
de signalisation intracellulaire (phosphorylation de p38-MAPK). Les p38-MAPK jouent 
également un rôle important dans la signalisation de nombreux autres récepteurs de l’immunité 
innée, notamment les TLR (Alvarez ME et al, 2006 ; Makni-Maalej K et al, 2012). L’activation 
de ces TLR par des agonistes synthétiques (3M002 et CL097) stimule une production faible de 
FRO dans les PN normaux (Janke M et al, 2009) et favorise la production de FRO des PN 
normaux induite par le fMLP (Makni-Maalej K et al, 2012). De plus, l’agoniste de TLR7/8,  le 
CL097, induit bien une phosphorylation de la Ser-345 de la p47phox et contribue à augmenter 
l’activité NADPH oxydase des neutrophiles sains (Makni-Maalej K et al, 2012). Enfin, 
l’activation des TLR7/8 par le CL097 et R848 a permis l’amélioration des fonctions de défense 
des cellules immunitaires innées et la survie des souris lors d’un sepsis (Wynn JL et al, 2008).  
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Nous avons donc utilisé cette approche en vue de déterminer s’il était possible d’améliorer 
les fonctions déficientes des neutrophiles de patients atteints de cirrhose hépatique. Les résultats 
montrent que le CL097 seul stimule  bien une faible production de FRO détectable par la mesure 
de chimioluminescence et a permis de rehausser le niveau de production d’O2- des PN de 
patients cirrhotiques stimulés par le fMLP à un niveau proche de celui des PN normaux. De 
manière plus intéressante, cet agoniste est également actif dans le sang total des patients, ce qui 
est proche des conditions in vivo. Les mécanismes biochimiques de réparation induits par le 
CL097 ne sont pas complètement élucidés. Cependant, le CL097 seul est capable de stimuler 
des activités transductionnelles comme le montre l’augmentation du taux d’ARNm de la NOX2, 
et stimule également  la synthèse de la NOX2 (Fig. 9 manuscrit 2).  De plus, cette synthèse 
induite par le CL097 est inhibable par la Rapamycine et fait intervenir mTORC1 (Fig. 9 
manuscrit 2) Cette observation est en accord avec le fait que mTORC1 joue un rôle central dans 
l’initiation de la traduction protéique comme développé durant l’étude bibliographique et qu’un 
autre agoniste du TLR8, R848, est capable d’induire l’activation de mTORC1 via l’adaptateur 
MyD88 (Schmitz, Eur J Immunol 2008). Par ailleurs, CL097 seul stimule également la voie 
p38-MAPK et  rend persistant l’activation de la p38-MAPK induite par fMLP (Boussif A et al, 
manuscrit 3), alors qu’en son absence, l’activation de la p38-MAPK par fMLP est transitoire 
(Patel S et al, 2010). L’ensemble de ces résultats  montre le potentiel du CL097 à potentialiser 
plusieurs étapes des mécanismes biochimiques responsables de la production de FRO, ce qui 
ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques pour les patients.  Ces résultats montrent en 
effet que les défaillances des neutrophiles de patients cirrhotiques ne sont pas irréversibles. 
Cette information est également supportée par des travaux antérieurs qui montrent que les 
endotoxines dans le plasma de patients développant une cirrhose hépatique alcoolique stable 
(non décompensée) sont responsables de la réduction de la phagocytose des PN et leur retrait 
permettait de restaurer cette activité défaillante (Mookerjee RP et al, 2007). Le choix du TLR7/8 
comme cible thérapeutique potentielle est justifié par le fait que, outre les bénéfices rapportés 
par des travaux précédents, le TLR8 est un récepteur intracellulaire et donc à l’abri d’une 
potentielle dégradation par les protéases du plasma des patients cirrhotiques.  
Certains agonistes de TLR7/8 font l’objet d’études cliniques et se sont avérés efficaces dans 
certaines pathologies infectieuses. Ainsi, l’administration orale du Résiquimod (R848) réduit 
la charge virale  chez des patients infectés par le virus de l’hépatite C  (Pockros PJ et al, 2007). 
Le R848 en application locale réduit également l’infection génitale par le virus de l’Herpes  
(Spruance SL et al, 2001; Mark KE et al, 2007). Par ailleurs, l’agoniste du TLR8 humain 
(3M002) a été utilisé avec succès  dans les essais d’immunisation de la protéine HIV-Gag chez 
le macaque (Wille-Reece U et al, 2005). Cependant, l’administration systémique  du R848, bien 
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que bien toléré chez certains patients, provoque chez d’autres des effets secondaires tels que la 
fièvre, céphalées, frissons et lymphopénie. Par contre, les agonistes nucléotidiques (ARN virale 
et bactérien) ne semblent pas induire ces effets secondaires. Cependant, les fortes 
concentrations de nucléase dans les PN humains constituent pour le moment un frein pour 
l’activation de TLR8 dans les PN par les nucléotides (Janke M et al, 2009). Pour l’avenir,  des 
agonistes de TLR8 seront sans aucun doute évalués pour  un bon nombre d’indications cliniques 
soit seuls ou combinés car l’activation de TLR8 a montré son efficacité pour augmenter  la 
résistance à l’infection. Dans le cadre des réponses anti-infectieuses des neutrophiles humains, 
une stratégie idéale pour l’utilisation de ces agonistes serait de les administrer sous formes de 
nanoparticules. Ceci aurait l’avantage de cibler préférentiellement les neutrophiles sanguins car 
il a été montré que ces particules sont  rapidement opsonisés dans le sang  et phagocytés par les 
neutrophiles via les récepteurs Fc (Wang Z et al, 2014). Ceci permettrait  de limiter les effets 
secondaires liés à l’activation de nombreux autres types cellulaires. Dans cette perspective, nos 
résultats montrant que  des agonistes de TRL7/8  sont capables de corriger les déficits de 
production de FRO dans le sang des patients font l’objet d’un dossier de demande de brevet 




















Cette étude sur l’explosion oxydative des neutrophiles sains et de patients atteints de 
cirrhose hépatique alcoolique décompensée a apporté de nouvelles données physiologiques, 
biochimiques et moléculaires sur la régulation de l’activité NADPH oxydase et ses implications 
physiopathologiques. Nous avons ainsi identifié la protéine kinase mTOR comme un nouvel 
effecteur majeur de l’explosion oxydative des neutrophiles. Elle agit en amont de la p38-MAPK 
qui phosphoryle la Ser345 de la p47phox identifiant ainsi une nouvelle voie d’activation de la 
NADPH oxydase par les peptides bactériens fMLP, l’axe mTOR/p38-MAPK/p47phox. L’étude 
de l’explosion oxydative des neutrophiles de patients cirrhotiques a permis de mettre en 
évidence un défaut d’expression de mTOR, entrainant une défaillance d’activation la voie p38-
MAPK/p47phox et d’activité NADPH oxydase. De plus, le médicament immunosuppresseur 
Rapamycine, inhibiteur de mTOR, aggrave cette défaillance, ce qui soulève des réserves quant 
à l’utilisation d’inhibiteurs de mTOR notamment chez des patients immunodéprimés. Les 
neutrophiles de patients cirrhotiques présentent également un déficit d’expression de la p47phox, 
la p22phox et la gp91phox ; cette dernière subissant une dégradation protéolytique insoupçonnée 
jusqu’alors impliquant l’élastase présente dans le plasma des patients ou libérée lors de la 
stimulation des PN  par le peptide bactérien fMLP.  Enfin, la déficience fonctionnelle des 
neutrophiles de patients a pu être corrigée ex vivo dans des neutrophiles isolés et dans du sang 
total des patients cirrhotiques à l’aide d’un agoniste de récepteurs TLR7/8, le CL097 et d’autres 
plus efficaces. Ces agonistes agissent en favorisant la transcription du gène de la gp91phox et sa 
synthèse protéique. 
 Au final, cette thèse contribue à de nouvelles avancées sur la régulation de 
l’explosion oxydative des neutrophiles normaux et pathologiques, et propose de nouvelles 
pistes thérapeutiques  en  vue de restaurer cette fonction majeure de défense anti-infectieuse  







Les nouvelles connaissances fondamentales que nous avons apportées durant cette thèse 
concernant la régulation de l’explosion oxydative  des PN normaux et les défaillances dans les 
PN pathologiques nous ont permis de proposer une stratégie permettant de corriger le déficit de 
production de FRO de neutrophiles de patients cirrhotiques déficients. Ce projet constitue une 
partie importante de nos travaux futurs en raison du dossier de brevet en cours. Nous avions 
pour cela utilisé comme outil un agoniste des TLR7/8 qui a permis d’augmenter la 
phosphorylation des MAPK induite par le fMLP et de la p47phox ainsi que l’expression de la 
gp91phox. D’autres agonistes de la même famille (imidazoquinoline) sont en cours d’évaluation 
et un analogue du CL097 s’est avéré  beaucoup plus efficace dans le modèle de sang total. Ces 
agonistes seront testées dans un premier temps dans un modèle murin de sepsis  disponible dans 
le Centre (Pinheiro da Silva F et al, 2007) afin d’évaluer leur efficacité in vivo.  Ensuite,  les 
molécules seront testées  sous formes de nanoparticules en vue de cibler principalement les 
neutrophiles  afin de limiter les effets secondaires observées chez des patients (Pockros PJ et 
al, 2007). Les nanoparticules d’albumine seront ainsi privilégiées car elles ont récemment 
montré leur efficacité pour délivrer des agents pharmacologiques dans les neutrophiles in vivo 
et traiter les maladies vasculaires (Wang Z et al, 2014). Les particules seront  préparées de 
manière standard par la méthode de désolvatation de l’albumine (Wang Z et al, 2014)  et 
injectées par voie veineuse dans la queue des  rats. Le choix du rat est justifié par le fait que 
leurs neutrophiles sont plus proches de ceux de l’homme quant à la production de FRO 
(Perianin A et al, 1985 ; Lenoir M et al, 2005) que les neutrophiles de souris. En fonction des 
difficultés, d’autres particules  pourront  être testées, notamment des vésicules à base de lipides 
(Mérian et al 2013) dans lesquels seront emprisonnés les agonistes des TRL7/8. Par la suite, 
ces agonistes  synthétiques de la famille des imidazoquiniline seront remplacées par des  ligands 
naturels stabilisés de TRL7 (petit ARN simple et double brin) et de TRL8 (ARN simple brin) 
dépourvu d’effets secondaires. Enfin, en prévision des tests futures chez l’homme, les 
nanoparticules seront également étudiées ex vivo sur des PN purifiés et du sang total de patients 
afin  d’évaluer  leurs effets bénéfiques  sur la production de FRO, la signalisation intracellulaire 
et les éventuels effets toxiques. D’une manière générale, ce projet serait bénéfique aux patients 
qui présentent des déficiences immunitaires d’origine diverse (certaines CGD, ARDS, maladie 
de Crohn, infections virales, médicaments, brulures, radiothérapie, chimiothérapie), ce qui 
représente des milliers de personnes en France. Une des retombées non négligeables de 
l’expertise attendue avec les nanoparticules d’une part et des réseaux de signalisation 
intracellulaires des neutrophiles  d’autre part, serait d’utiliser les nanoparticules chargées avec 
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des inhibiteurs des effecteurs majeurs de la signalisation intracellulaire des PN. Ces nouvelles 
particules pourront  ainsi réduire l’état de suractivation des PN et leur production excessive de 
FRO et pourraient être bénéfiques dans différentes pathologies notamment l’arthrite, les 
vascularites et pathologies vasculaires.  
Le deuxième axe de nos perspectives concerne la dégradation protéolytique de la 
gp91phox qui pourrait contribuer à expliquer la réduction de son expression dans les neutrophiles 
des patients cirrhotiques et leur défaillance de production de FRO. Nous étudierons le 
mécanisme de cette dégradation afin d’évaluer s’il s’agit d’une protéolyse directe par l’élastase 
ou indirecte. Cela impliquera l’étude des interactions entre l’élastase et la gp91phox (méthode 
Duolink en cours) et l’identification de sites de clivage sur la protéine.  L’implication d’autres 
protéases majeures des PN  sera également  étudiée (cathepsine G, chymotrypsine). Par ailleurs, 
l’inhibiteur de l’élastase utilisé dans un modèle ex vivo reproduisant les défaillances de 
production de FRO des PN de patients cirrhotiques a permis d’augmenter considérablement 
l’expression membranaire de la gp91phox, à un niveau supérieur au niveau initial et a permis de 
restaurer la production de FRO. Ces résultats pourraient alors ouvrir la possibilité d’utiliser 
l’inhibiteur de l’élastase dans un modèle de cirrhose hépatique murine avancée afin d’évaluer 
sa capacité à restaurer les fonctions défaillantes des neutrophiles. Néanmoins, ils permettent 
d’envisager que l’utilisation de cet inhibiteur pourrait entraîner une hyper activation des 
neutrophiles. Il serait alors important d’évaluer si cet inhibiteur utilisé en clinique induit une  
hyperactivation des neutrophiles, notamment  avec des PN  du liquide bronchoalvéolaire de 
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